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RIASSUNTO 
 
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map) è l'agente eziologico 
che causa una enterite granulomatosa progressiva cronica conosciuta come 
paratubercolosi o malattia di Johne, la quale colpisce principalmente i ruminanti 
domestici e selvatici. 
I ruminanti selvatici possono avere un ruolo importante nella diffusione della 
malattia nelle aree alpine, in quanto è possibile che durante il periodo estivo si 
verifichi una condivisione del pascolo tra i ruminanti domestici ed i cervidi 
selvatici infetti.  
Sulla base dei risultati ottenuti in questo studio e altri studi la presenza di MAP 
non può essere sottovalutata, ma deve essere considerata un reale rischio per 
il salute pubblica, visto l’ipotetico ruolo con il morbo di Crohn e altre malattie. 
Lo scopo di questo studio è quello di valutare la prevalenza attuale della 
paratubercolosi nei cervi del Parco Nazionale dello Stelvio - provincia di 
Bolzano, come pure di tipizzare il ceppo di MAP coinvolto.  
È stato effettuato l’esame autoptico dell’apparato enterico di 102 cervi. Su 19 
soggetti positivi al saggio di Real Time PCR condotto sul DNA estratto da feci è 
stato eseguito l’esame colturale da feci e da tessuti ed è stato eseguito un 
saggio di end point PCR dal DNA estratto da tessuti. Inoltre è stata eseguita la 
genotipizzazione degli isolati per valutare l’identità dei ceppi responsabili 
dell’infezione. Tramite la genotipizzazione è stato possibile affermare che essi 
appartengono esclusivamente al gruppo Type C. 
Dai nostri risultati emerge una diminuzione della prevalenza di MAP in queste 
zone in virtù probabilmente del prelievo venatorio effettuato annualmente per 
ridurre la densità della popolazione di cervo, ciò nondimeno la malattia continua 
ad avere un impatto importante sulla popolazione di cervo analizzata.   
Parole chiave: Mycobacterium paratuberculosis, Map, paratubercolosi, malattia 
di Johne, Real Time PCR , genotipizzazione. 
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ABSTRACT 
 
Mycobacterium avium paratuberculosis (Map) is the etiologic agent that causes 
progressive chronic granulomatous enteritis known as paratuberculosis or 
Johne's disease, which primarily affects domestic and wild ruminants. 
The wild ruminants could have an important role in spreading the disease in the 
mountain ranges of this territory, because it is possible that during the summer 
a sharing of grazing occurs between domestic ruminants and wild cervids 
infected. 
Based on the results obtained in this study and other studies, the presence of 
MAP can’t be underestimated, but should be considered a real risk to public 
health, since the hypothetical role with Crohn's disease and other diseases. 
The purpose of this study is to assess the current prevalence of 
paratuberculosis in deer in Val Venosta - Provincia di Bolzano, as well as 
typifying the strain of MAP involved. 
The enteric system’s autopsy of 102 deer has been performed. On 19 positive 
individuals for the Real Time PCR assay conducted on DNA extracted from 
feces the culture assay from feces and tissues has been performed and an 
essay by end point PCR from DNA extracted from tissues has been run. Also 
genotyping of the isolates has been performed to assess the identity of the 
strains responsible for the infection. Through genotyping it was possible to 
affirm that they belong exclusively to the group Type C. 
Our results show a decrease in the prevalence of MAP in these areas, probably 
because of the levy hunting made annually to reduce the density of the deer 
population as a whole. 
 
Keywords: Mycobacterium paratuberculosis, Map, Johne's disease, Real Time 
PCR, genotyping. 
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1 INTRODUZIONE 
La paratubercolosi, conosciuta anche come Malattia di Johne, è una malattia 
infettiva che colpisce principalmente i ruminanti domestici e selvatici. Essa 
rappresenta un importante problema di tipo sanitario e zootecnico, a causa non 
solo della sua diffusione cosmopolita e della mancanza di valide strategie 
terapeutiche e vaccinali, ma anche a causa degli ingenti danni economici che 
provoca. La patologia è caratterizzata da un’enterite granulomatosa ad 
andamento cronico, progressivo, con conseguente grave decadimento delle 
condizioni generali degli animali colpiti. La principale caratteristica di questa 
malattia è il lungo periodo d’incubazione che può essere di alcuni mesi o di anni 
(Chiodini et al., 1984). L’agente eziologico della malattia è Mycobacterium 
avium susp. paratuberculosis (MAP). MAP, come tutti i micobatteri, si 
caratterizza per il fatto di essere alcol-acido resistente e di essere molto 
resistente al calore ed ai disinfettanti; inoltre essendo dotato di una notevole 
resistenza agli agenti ambientale, rimane infettante a lungo anche nel terreno. 
MAP è inoltre un patogeno intracellulare obbligato, a causa della sua incapacità 
di produrre micobactina. Nel corso degli anni tale patologia ha assunto 
importanza crescente nell’ambito zootecnico, in particolar modo negli 
allevamenti di vacche da latte nei quali causa gravi danni economici. Inoltre 
poiché la prevalenza della malattia è in aumento, sempre più numerose sono le 
nazioni che avviano piani di controllo per ridurre l’incidenza dell’infezione. La 
diffusione della paratubercolosi è legata sia alle caratteristiche proprie di questo 
microrganismo sia alla difficoltà di diagnosticare in maniera tempestiva la 
patologia.  
Negli ultimi anni sono state acquisite nuove conoscenze in merito ai caratteri 
relativi all’agente eziologico e sono state compiute numerose ricerche sui test 
diagnostici al fine di migliorarne la rapidità di esecuzione, la sensibilità e la 
specificità. Oltre a ciò, notevole interesse sta acquistando questo patogeno non 
solo a causa delle notevoli perdite di tipo economico che determina, ma anche 
poiché questo micobatterio è stato proposto come fattore di rischio in individui 
geneticamente predisposti per lo sviluppo di malattie autoimmuni quali il diabete 
di tipo 1, sarcoidosi, sclerosi multipla e tiroidite di Hashimoto (Sechi e Dow, 
2015). Fra le specie di ruminanti domestici e selvatici colpite dalla 
8 
 
paratubercolosi, i cervidi sono particolarmente sensibili (Riemann et al., 1979; 
Power et al., 1993; Pacetti et al., 1994; De Lisle e Collins, 1995; Stehman, 
1996). Questi, in genere, si ammalano entro i primi due anni di età con 
scadimento delle condizioni generali, calo ponderale ed in qualche caso 
diarrea. Gli adulti raramente presentano una sintomatologia conclamata, anche 
se risultano sierologicamente positivi e/o presentano lesioni anatomo-
patologiche (Pacetti et al.,1994). Gli animali infetti, a seconda di vari fattori, 
possono comportarsi da eliminatori o non eliminatori. Gli esami colturali (da feci 
e da tessuti intestinali) richiedono tempi di esecuzione estremamente lunghi 
(12-16 settimane) a fronte di una sensibilità non molto elevata. Anche i rilievi 
istopatologici possono essere indistinguibili da quelli causati da altri micobatteri 
(De Lisle e Collins, 1995). I problemi legati alla diagnosi di questa malattia 
hanno sicuramente ostacolato le ricerche epidemiologiche volte sia a rilevare la 
diffusione dell’infezione nei selvatici, sia a studiare le possibilità di trasmissione 
di Mycobacterium (avium) paratuberculosis fra questi e i ruminanti domestici. 
Recentemente l’impiego di numerose tecniche di biologia molecolare ha 
permesso tuttavia di superare alcuni dei problemi descritti precedentemente 
grazie all’impiego di primers che amplificano la sequenza di inserzione IS900 
specifica di M.(avium) paratuberculosis.  
La paratubercolosi rientra tra le malattie della lista B dell’OIE, cioè tra le 
malattie trasmissibili che si ripercuotono significativamente sulla salute pubblica 
e sull’aspetto socio-economico globale per quanto riguarda il commercio 
internazionale di animali e dei prodotti di origine animale (Chiodini et al., 2012).  
La fauna selvatica può trasmettere numerose malattie all’uomo (zoonosi), agli 
animali domestici o essere affetta da malattie che incidono negativamente sulla 
dinamica di popolazione. Le patologie della fauna selvatica rappresentano un 
aspetto della medicina veterinaria del quale non si ha ancora una completa 
conoscenza. Infatti, per quanto le ricerche e gli studi in questo campo stiano 
aumentando a livello nazionale ed internazionale, non è sempre possibile 
stabilire in che modo alcune malattie si manifestino nella fauna selvatica e se i 
selvatici svolgano un ruolo di mantenimento e di trasmissione di agenti 
patogeni. Ci sono sicuramente esempi molto evidenti del ruolo svolto dai 
selvatici nell’epidemiologia di alcune malattie infettive, la cui eradicazione ha 
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richiesto interventi di controllo e profilassi, come ad esempio la rabbia silvestre 
in Europa. Nella maggior parte dei casi però il coinvolgimento della fauna 
selvatica nel mantenimento di un’infezione è solo sospettato o ipotizzato, ma 
difficilmente dimostrato. Definire con chiarezza il ruolo epidemiologico dei 
selvatici assume un’importanza prioritaria soprattutto nei confronti delle malattie 
della lista A dell’OIE sottoposte a profilassi di stato e delle zoonosi. Lo studio 
delle malattie nella fauna selvatica presenta sicuramente delle difficoltà, legate 
in primo luogo al reperimento del materiale per effettuare le ricerche. Inoltre 
spesso è difficile, se non impossibile, disporre di stime attendibili della 
dimensione della popolazione oggetto di studio e della sua struttura 
demografica per classi di età. Per quanto riguarda le specie sottoposte a 
prelievo venatorio si può fare riferimento ai dati dei censimenti, ma anche in 
questo caso la correttezza delle informazioni dipende dalle tecniche di 
censimento utilizzate e dall’habitat della specie. Generalmente gli accertamenti 
sanitari sono condotti su animali rinvenuti morti o sottoposti a prelievo venatorio 
che, in alcuni casi, è effettuato secondo piani di abbattimento selettivo. È 
dunque molto difficile poter contare su un campione rappresentativo della 
popolazione. Le stime della prevalenza di infezioni batteriche, virali e di 
infestazioni parassitarie negli animali selvatici soffrono quindi di bias non 
controllabili in fase di progettazione dell’indagine. Nonostante queste difficoltà, 
è importante riuscire a capire quale sia il reale ruolo della fauna selvatica 
nell’epidemiologia delle malattie infettive e parassitarie e valutare la possibilità 
di interazioni tra domestici e selvatici in relazione alle caratteristiche del 
territorio, alle tipologie degli allevamenti e alla gestione del patrimonio 
faunistico. È proprio l’aspetto delle interazioni tra ungulati selvatici e ruminanti 
domestici, in rapporto ai cambiamenti avvenuti negli ecosistemi nei territori, che 
merita una particolare attenzione. Nelle zone montane si è infatti assistito negli 
ultimi decenni ad un diverso utilizzo del territorio; in particolare si è verificata 
una crisi della zootecnia di montagna con un progressivo abbandono dell’attività 
pastorizia. Ciò ha determinato una diminuzione dell’utilizzo dei pascoli, con un 
conseguente aumento della vegetazione arborea a discapito delle aree 
agropastorali. Tutto ciò, unitamente ad un consistente incremento delle 
popolazioni di ungulati a vita libera, ha aumentato la possibilità di condivisione 
dei pascoli tra ruminanti domestici e selvatici e di interazioni tra le diverse 
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specie e tra animali ed uomo, utilizzatore in modo sempre più intenso dello 
stesso territorio. In questo contesto, un programma di controllo sanitario 
assume una considerevole importanza al fine di prevenire problemi sanitari e 
zoonosici, nell’ottica di una corretta gestione e di un uso sostenibile del territorio 
(Gaffuri et al., 2002). 
Negli ultimi decenni è notevolmente cresciuto l’interesse verso la fauna 
selvatica a causa di diversi fattori tra i quali si possono annoverare:  
• l’incremento di alcune popolazioni di specie selvatiche (ad esempio gli 
ungulati);  
• la riduzione numerica di alcune specie di alto valore ecologico e 
conservazionistico come i galliformi o i lagomorfi alpini;  
• la maggiore consapevolezza che la fauna selvatica è un bene da tutelare 
in quanto parte integrante dell’ecosistema (conservazione-introduzione 
faunistica) e un bene da sfruttare intelligentemente, in quanto risorsa 
naturale rinnovabile, potenziale fonte di reddito e sviluppo (es. turismo 
naturalistico);  
• l’interesse crescente per il consumo di carni di selvaggina, anche in 
relazione alle nuove normative europee.  
Parallelamente è cresciuto anche l’interesse per la sanità della fauna selvatica, 
dapprima in relazione all’impatto delle malattie sulla conservazione e sulla 
gestione degli animali e, successivamente, in rapporto alla sanità animale e 
pubblica in generale, in considerazione del rischio di introduzione o ricomparsa 
di malattie emergenti o riemergenti proprio legate alle modificazioni ambientali 
sopra citate. Al giorno d’oggi, infatti, popolazioni selvatiche, un tempo troppo 
poco numerose e/o troppo disperse tra loro, anche in Italia potrebbero 
assumere un ruolo di serbatoio per patogeni che possono colpire anche l’uomo 
o altri animali domestici, e/o essere delle sentinelle; in questo senso, conoscere 
lo stato sanitario delle popolazioni a vita libera è importante per la tutela della 
salute umana (sanità pubblica) e di quella animale. 
 Le patologie che colpiscono la fauna selvatica sono molteplici e costituiscono 
sicuramente uno dei punti critici nella gestione degli animali a vita libera. Da un 
punto di vista biologico, nelle specie selvatiche le malattie svolgono un ruolo 
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considerevole nel regolare la dinamica di popolazione, al pari dei predatori, 
delle condizioni climatiche e della disponibilità di alimento. Gli agenti patogeni, 
infatti, costituiscono uno strumento importantissimo di selezione ed evoluzione 
all’interno di una popolazione. La gravità con cui una determinata patologia si 
manifesta dipende essenzialmente dall’interazione di tre fattori principali, 
ciascuno dei quali presenta aspetti e caratteristiche proprie che condizionano lo 
sviluppo della malattia. 
• OSPITE: ossia l’animale che può essere infettato da un patogeno e che è in 
grado di supportarne il processo replicativo. Le caratteristiche intrinseche 
dell’ospite (quali ad es. la specie, la razza, l’età, il sesso) predispongono o 
meno all’insorgenza della malattia. A tale proposito fondamentale risulta anche 
la capacità dell’animale colpito di difendersi dall’agente eziologico e di 
instaurare con esso un rapporto di equilibrio, capacità che dipende strettamente 
dalle predisposizioni genetiche, dallo stato fisiologico, dal livello di nutrizione e 
dallo stato immunitario, ossia dalle difese di ciascun soggetto.  
• AGENTE EZIOLOGICO: agente patogeno in grado di penetrare e di replicare 
all’interno di un organismo ospite. La capacità di causare “danni” più o meno 
gravi all’ospite dipende dalla carica infettante/infestante, ossia dal numero di 
patogeni che vengono in contatto con l’animale e dai caratteri del patogeno 
stesso, che ne condizionano l’aggressività.  
• AMBIENTE: agisce modulando il comportamento di una malattia infettiva. In 
ambito di animali a vita libera risultano determinanti in particolare le condizioni 
climatiche che condizionano sia la disponibilità di cibo e la sopravvivenza 
dell’ospite sia lo sviluppo, la sopravvivenza e la diffusione dell’agente 
eziologico. Affinché una malattia possa mantenersi nel tempo all’interno di una 
popolazione è necessario che sussistano anche altre condizioni, in particolare 
un’adeguata densità della/e specie serbatoio (o reservoir), ossia della 
popolazione di quella specie animale che è in grado di mantenere la malattia 
sul territorio perché garantisce la sopravvivenza dell’agente eziologico e la sua 
diffusione. È importante notare che non necessariamente la specie serbatoio 
risente in modo evidente della presenza del patogeno; in caso di patologie 
trasmesse da vettori, la presenza nel territorio di vettori o ospiti intermedi che 
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permettano il completamento del ciclo vitale dell’agente patogeno. In base a 
queste premesse, è facile intuire che il contatto tra un ospite ed un patogeno 
non sempre esita nello sviluppo della malattia. Si parla di infezione quando una 
quantità sufficiente di agente eziologico (dose infettante minima) viene in 
contatto con un ospite recettivo, penetra al suo interno, si moltiplica ma non 
necessariamente determina una sintomatologia clinica, ossia non 
necessariamente è in grado di creare dei “danni” all’ospite così gravi da 
provocarne delle modificazioni evidenti dello stato di salute. 
Alcune patologie che interessano la fauna selvatica possono essere delle 
zoonosi, ossia malattie che costituiscono un rischio per la salute pubblica in 
quanto possono colpire anche l’uomo. Tra queste sicuramente sono da 
segnalare la rabbia silvestre (oggi eradicata e non più presente nel nostro 
territorio), le patologie trasmesse da zecche, quali l’encefalite da zecche (TBE) 
e la Borreliosi (o Malattia di Lyme), la cui diffusione è stata indubbiamente 
favorita dall’incremento delle popolazioni di ungulati selvatici che, permettendo 
la sopravvivenza e la diffusione del vettore, fungono da amplificatori. Un’altra 
importante zoonosi è rappresentata dalla trichinellosi, patologia di natura 
parassitaria che può colpire l’uomo in seguito all’ingestione di carne cruda o 
poco cotta proveniente da animali infetti. Esistono poi delle malattie con 
possibile impatto socioeconomico in particolare quelle che comportano 
passaggio di agenti infettivi da specie selvatiche a specie domestiche e 
viceversa. Tali patologie si rivelano molto importanti in considerazione del fatto 
che, in particolare nelle regioni montuose, è molto diffusa la pratica 
dell’alpeggio. A tale proposito, prescindendo in questa sede da patologie 
attualmente eradicate dal nostro territorio come la brucellosi e la tubercolosi, la 
paratubercolosi rappresenta sicuramente un esempio efficace.  
Altre malattie, invece, rivestono un’importanza particolare per il fatto che 
incidono negativamente sulla dinamica di popolazione della fauna selvatica. Ciò 
significa che queste patologie sono in grado di causare tassi di mortalità 
all’interno di una popolazione così elevati da determinare delle modificazioni 
nella struttura, nell’organizzazione e nella distribuzione della popolazione 
stessa, fino addirittura arrivare a comprometterne la sopravvivenza all’interno di 
un determinato territorio. Tra queste vanno sicuramente annoverate la rogna 
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sarcoptica del camoscio e dello stambecco, la sindrome della lepre bruna 
europea (EBHS) ed il cimurro dei carnivori.  
La paratubercolosi è una malattia enterica ad andamento cronico causata da un 
batterio, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), che colpisce 
principalmente i ruminanti domestici e selvatici; fra questi ultimi i cervidi 
risultano essere particolarmente sensibili e sono in grado di mantenere nel 
tempo l’infezione nelle proprie popolazioni e nell’ambiente selvatico, 
coinvolgendo eventualmente altre specie selvatiche. La sintomatologia è 
caratterizzata da diarrea intermittente, progressivo deperimento e cachessia 
terminale. La principale via di trasmissione dell’infezione è quella oro-fecale; 
feci di animali infetti possono contaminare acqua, alimenti e ambiente, ed 
essere fonti importanti per la trasmissione del batterio ad animali recettivi. Si 
ritiene che lo sviluppo della malattia possa essere influenzata da fattori 
stressanti, quali il periodo degli amori nel maschio o la gravidanza e il parto 
nelle femmine, anche se l’andamento della malattia sembra essere densità-
dipendente: nelle aree a bassa densità si rileva una minor presenza di forme 
patologiche gravi. (Dellamaria et al., 2014). 
Da molto tempo, a livello scientifico, si discute su un possibile ruolo zoonosico 
di MAP nella Malattia di Crohn (CD). Il morbo di Crohn è una malattia cronica 
intestinale la cui eziopatogenesi è ancora controversa, che colpisce 
prevalentemente soggetti giovani tra i 15 e 25 anni (Chiodini e Rossiter, 1996). 
MAP è stato isolato dal tessuto intestinale di pazienti affetti dal morbo di Crohn, 
in una percentuale compresa tra il 50 e il 75% (Mishina, 1996), dando cosi 
luogo ad una ipotetico possibile collegamento tra queste due malattie. La flora 
batterica intestinale sembrerebbe comunque svolgere un ruolo nella genesi di 
tale malattia, vista la presenza di lesioni anatomo-patologiche (colite ulcerativa) 
in tratti intestinali colonizzati da un’elevata concentrazione batterica. Tale 
coinvolgimento nel processo infiammatorio del morbo di Crohn è suffragato da 
numerose osservazioni sia cliniche che sperimentali, che hanno evidenziato 
come il contatto della mucosa con il contenuto del lume intestinale sia 
indispensabile per indurne le lesioni, così come è stato dimostrato che il 
processo infiammatorio non si determina se si procede alla diversione 
chirurgica del contenuto intestinale. Il collegamento tra paratubercolosi ed il 
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morbo di Crohn si iniziò a ipotizzare nel 1913, quando il Dott. Dalziel, chirurgo 
del Western Infirmary di Glasgow, casualmente osservò le somiglianze cliniche 
che intercorrevano tra il bestiame ammalato di paratubercolosi e le persone 
affette da Crohn; tale ipotesi fu suffragata nel 1982, quando per la prima volta il 
microbiologo Rodrick Chiodini (Università di New York) isolò Map dall’intestino 
di un malato di Crohn: tale dato, anche a seguito dell’intensificarsi delle 
ricerche, fu confermato nel 1991 con l’impiego della PCR che ha permesso di 
identificare MAP nei tessuti del 75% dei pazienti affetti da Crohn. Altre recenti 
ricerche, le quali hanno permesso di isolare il Map dal sangue e dalla mucosa 
intestinale dei pazienti affetti da Crohn hanno indotto a ritenere che MAP possa 
essere un potenziale fattore di rischio per lo sviluppo di questa malattia; tuttavia 
attualmente non sono disponibili evidenze scientifiche tali da poter affermare 
che MAP sia l’agente causale del morbo di Crohn. Dati epidemiologici 
dimostrano l’ampia diffusione del morbo di Crohn in Europa, dove le più alte 
percentuali sono state evidenziate in Scandinavia ed in Sardegna dove si 
registrano numerosi casi anche di diabete mellito di tipo 1 (Sechi et al., 2005, 
Paccagnini et al., 2009; Rosu et al., 2009; Dow, 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
15 
 
1.1 La storia della paratubercolosi 
 Prima del 1910 
All’inizio del 1826 fu scoperta una malattia cronica intestinale debilitante delle 
bovine che non presentava né le caratteristiche né l’eziologia di alcuna altra 
malattia conosciuta sino a quel momento. Tuttavia solo dopo il 1894 venne 
riconosciuta come malattia infettiva con un’unica causa eziologia e la scoperta 
fu di Johne e di Frothingham.  
Il 23 ottobre 1894 nella regione di Oldenburg in Germania un allevatore comprò 
una vacca che non produceva una quantità soddisfacente di latte né aumentava 
di peso. Un veterinario locale, chiamato Frederick Harmes, esaminò la vacca e 
notando la diarrea e la perdita di peso, sospettò che la causa fosse la 
tubercolosi intestinale, sebbene la vacca testata fosse risultata negativa al test 
della tubercolina. La vacca morì la primavera successiva ed il dottor Harmes 
inviò gli intestini, lo stomaco e l’omento all’unità di patologia veterinaria di 
Dresda; i tessuti furono esaminati dal dottor H.A. Johne e dal dottor L. 
Frothingham, uno scienziato appartenente all’unità di patologia di Boston, 
Massachusetts, in visita a Dresda. Essi riscontrarono un ispessimento della 
mucosa intestinale ed alcuni linfonodi ingrossati; inoltre a seguito dell’esame 
istologico dei tessuti, notarono che erano presenti infiltrazioni di leucociti, cellule 
epitelioidi e cellule giganti. Utilizzando un colorante acido, misero in evidenza 
numerosi batteri acido-resistenti (di colorazione rossa) nei tessuti analizzati. 
Sebbene i microorganismi fossero simili a quelli che causavano la tubercolosi, 
questi, dopo essere stati iniettati in 14 porcellini d’India, non provocarono la 
malattia. Johne e Frothingham conclusero che la malattia osservata nella vacca 
era stata causata dal batterio che provoca la tubercolosi negli uccelli 
(Mycobacterium avium) e, in ragione della similarità patologica alla tubercolosi 
intestinale (normalmente causata dal batterio che provoca la tubercolosi nelle 
vacche, Mycobacterium bovis), proposero per la malattia il nome di enterite 
pseudotubercolare.  
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 Dal 1900-1910  
Agli inizi del 1900 l’enterite pseudotubercolare era ben conosciuta e molto 
diffusa; gli scienziati attribuirono alla malattia numerose definizioni, come ad 
esempio paratubercolosi o enterite ipertrofica. Nell 1906 nell’Annual Report del 
Principal of the Royal Veterinary College, J. Mc Fadyean coniò il termine 
“Johne’s disease”. Da allora la maggior parte delle pubblicazioni hanno usato 
indifferentemente come nome della malattia Johne’s disease o paratubercolosi.  
 Dal 1910-1930 
Negli anni intorno al 1910 sono state fatte molte scoperte sulla paratubercolosi; 
in Danimarca, O. Bang scoprì che gli animali con la paratubercolosi 
rispondevano debolmente, o addirittura non rispondevano affatto, a iniezioni 
sottocutanee di antigeni preparati a partire dal bacillo della tubercolosi 
(Mycobacterium bovis), ma rispondevano bene alla tubercolina aviaria (antigeni 
preparati dal Mycobacterium avium). Sulla base di questa osservazione Bang 
suggerì che la tubercolina poteva essere usata per i test diagnostici sugli 
animali. Ciò fu confermato un anno più tardi, in Inghilterra, da G.P. Male; ciò 
accadde prima che il batterio che causava la paratubercolosi fosse isolato da 
colture di laboratorio, e fosse correlato al batterio che causava la tubercolosi 
negli uccelli. La differenza era rappresentata dal fatto che l’elemento 
responsabile della tubercolosi aviare poteva essere coltivato su substrati 
colturali in laboratorio, cosa non possibile per il batterio che causa la 
paratubercolosi. Nel 1911, durante le prove di coltura del batterio che causava 
la paratubercolosi, una fortunatissima osservazione dello scienziato britannico 
F.W. Twort portò ad isolare l’agente eziologico: l’imperfetta pulizia da parte 
dello stesso Twort dei vetrini di laboratorio e la perspicace osservazione di tali 
vetrini, portarono all’osservazione di piccole colonie batteriche che crescevano 
come satelliti attorno a colonie più grandi in vecchie colture che dovevano 
essere scartate. Le colonie più grandi erano contaminate dal comune bacillo del 
fieno, Mycobacterium phlei; sospettando che i batteri di M. phlei fornissero 
qualche nutrimento essenziale allo sviluppo dei batteri, Twort incorporò un 
preparato pastorizzato dell’organismo nel suo brodo di coltura. Questo nuovo 
brodo di coltura, che egli scoprì, consentì lo sviluppo di un nuovo batterio acido-
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resistente che denominò Mycobacterium enteriditis chronicae 
pseudotubercolosae bovis Johne. Nel 1912, H. Holth isolò con successo 
l’agente responsabile della paratubercolosi. Holth avallò le descrizioni della 
malattia di Bang e semplicemente chiamò l’organismo isolato paratubercolosis 
bacillus, ma non ricevette riconoscimenti per questa scoperta. Quando l’agente 
eziologico poté essere coltivato in laboratorio, si ottennero antigeni per i test 
cutanei (come per la tubercolosi), e per le prove di identificazione di anticorpi 
nei campioni di siero, utilizzando la fissazione del complemento e tecniche di 
agglutinazione. L’uomo, che per primo si riferì alla malattia come malattia di 
Johne, coniò il termine “johnina” per l’antigene del test cutaneo, poiché il 
preparato equivalente per il test cutaneo della tubercolosi è chiamato 
“tubercolina”. Nei decenni successivi gli scienziati si dedicarono alla valutazione 
di questi ed altri test diagnostici ed al miglioramento dei metodi per la coltura 
dell’organismo in laboratorio. Negli anni venti del Novecento, la paratubercolosi 
fu riscontrata in animali di numerosi Paesi africani ed asiatici; Valle e Rinjard, 
riconoscendo che l’iniezione sottocutanea di M. a. paratuberculosis non 
procurava malattia, valutarono che la vaccinazione fosse il mezzo per 
controllare il diffondersi della paratubercolosi. Nel 1923 fu pubblicata la prima 
edizione del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, che chiamò 
ufficialmente l’agente causale della paratubercolosi Mycobacterium avium 
paratuberculosis.  
 Dal 1930-1950  
La paratubercolosi fu riscontrata in Sud America e nel continente indiano negli 
anni trenta, a riprova della distribuzione cosmopolita della malattia; le ricerche 
effettuate in questo decennio portarono alla consapevolezza che la 
paratubercolosi costituiva una minaccia per l’allevamento dei bovini e che si 
dovesse prestare attenzione alla diffusione della malattia. In particolare, in 
questi anni fu notata la relazione che esiste tra l’età in cui si infetta l’animale e 
la resistenza all’infezione. Negli anni quaranta la paratubercolosi fu riconosciuta 
come problema di notevole importanza non solo per gli allevamenti, ma anche 
per gli animali selvatici. Si osservarono inoltre molte somiglianze della 
paratubercolosi con la lebbra umana. Continue valutazioni di test diagnostici 
portarono alla scoperta di una reazione incrociata, che dava luogo a risultati 
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falsi-positivi, con batteri del genere Corynebacterium ed altri batteri correlati 
antigenicamente.  
 Dal 1950-1970 
La vaccinazione, come metodo di controllo della paratubercolosi fu oggetto di 
studio negli anni cinquanta; inoltre, furono scoperti in questo decennio numerosi 
ceppi di M. a. paratuberculosis, incluse le varianti pigmentate ed i ceppi che non 
si sviluppavano con brodi colturali artificiali. Negli anni sessanta, utilizzando 
cavie di laboratorio infettate sperimentalmente con il bacillio paratubercolare, 
vennero alla luce importanti osservazioni epidemiologiche:  
1) animali clinicamente sani ma infetti e, quindi portatori della malattia, 
eliminavano nelle loro feci M. a. paratuberculosis; 
2) M. a. paratuberculosis poteva essere messo in evidenza nel seme di tori 
infetti e nell’utero di vacche infette, indicando la possibilità di infezione dei feti 
per via intra o trans-uterina.  
 Dal 1970-1990 
Con l’aumentare delle ricerche in campo veterinario e delle scoperte negli anni 
settanta e ottanta, la conoscenza e la comprensione di molti aspetti legati 
all’eziologia di MAP e della paratubercolosi divennero più complete. E’ 
impossibile segnalare ogni singolo sviluppo scientifico di una certa rilevanza; 
alcuni tra i numerosi scienziati che contribuirono in campo scientifico furono: F. 
Saxegaard (Norvegia), J.B. Jorgensen (Danimarca), T. Lepper (Australia), M. 
Thorel (Francia), N.J.L. Gilmour (Scozia), R. Juste (Spagna), D. Collins e G. de 
Lisle (Nuova Zelanda), J. Goudswaard e G. Benedictus (Olanda), B. Kormendy 
(Ungheria), Y. Yokomizo (Giappone), e C. Buergelt, D. Whipple, A.B. Larsen, D. 
Merkal, R. Chiodini e M. Collins (USA). Ritenuta la necessità di una più stretta 
collaborazione internazionale, D. Merkal, che lavora al National Animal Disease 
Center, Ames, Iowa, USA, organizzò il primo meeting internazionale sulla 
paratubercolosi, il quale si tenne ad Ames, nell’estate del 1983. Nel secondo 
meeting internazionale, nel gennaio del 1989, R. Chiodini e D. Merkal decisero 
di istituire l’Associazione Internazionale per la Paratubercolosi e altre 
micobatteriosi intestinali.  
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 Dal 1990 ai nostri giorni  
Negli anni novanta è stata effettuata la scoperta della sequenza genica di 
inserzione IS900 di M. a. paratuberculosis; questa sequenza nucleotidica 
presente nel DNA cromosomico del microrganismo fu individuata 
indipendentemente e simultaneamente da D. Collins (in Nuova Zelanda) e dal 
team di ricerca guidato da J.J. McFadden in Inghilterra nel 1989. La sequenza 
di inserzione IS900 fu il primo elemento di inserzione ad essere individuato nei 
micobatteri. L’importanza di questa scoperta rese possibile lo sviluppo di 
tecniche di biologia molecolare che permettevano l’individuazione di M. a. 
paratuberculosis senza dover coltivare il batterio in brodi di coltura in 
laboratorio, un procedimento che richiede normalmente da 12 a 16 settimane. 
Oggi, studi effettuati sulle sequenze genetiche di inserzione, quali l’IS900 
forniscono nuove informazioni sull’ecologia e sull’epidemiologia di questo 
patogeno (Collins, 2000). 
 
1.2 Diffusione della paratubercolosi 
1.2.1 Paratubercolosi in Italia  
Numerose ricerche condotte in Italia hanno dimostrato che la paratubercolosi è 
diffusa sia nelle specie domestiche sia nella fauna selvatica in Italia. La maggior 
parte degli studi effettuati riguarda le zone del Centro e del Nord della penisola, 
mentre molte meno informazioni sono disponibili riguardo la prevalenza 
dell’infezione nel Sud e nelle Isole. La presenza dell’infezione nei ruminanti in 
Italia è nota da tempo, come documenta uno studio effettuato nel 1984 in cui 
sono stati esaminati diversi greggi ovini della provincia di Bologna. Lo scopo 
dell’indagine fu quello di accertare la diffusione dell’infezione nella zona presa 
in considerazione. Furono saggiati mediante la prova allergica 1.583 capi 
appartenenti a sette greggi e 87 animali risultarono positivi a questo test. Da 
questi animali furono prelevati campioni fecali ed i visceri i quali furono 
esaminati microscopicamente e per mezzo dell’esame colturale. All’esame 
microscopico 13 animali risultarono positivi per bacilli alcol-acido resistenti, 
mentre MAP fu stato isolato dalla mucosa duodenale di un solo animale 
macellato (Prosperi et al., 1984).  
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In uno studio epidemiologico condotto dall’Istituto Zooprofilattico Sperimentale 
del Lazio e Toscana sono state esaminate nella regione Lazio 369 allevamenti 
bovini (il 2% delle aziende regionali) situati nelle cinque provincie laziali: Rieti 
(44), Roma (100), Frosinone (72), Viterbo (53), Latina (100), per un totale di 
19.627 capi. Tramite il test ELISA, effettuato su campioni di siero, sono risultati 
positivi 472 animali (2,4%) e le aziende con almeno un capo positivo sono 
risultate essere 155 (42%) (Lillini et al., 2005).  
In un’indagine condotta in Umbria sono stati testati un totale di 825 bovini 
comprendenti 221 capi di razza Chianina e 604 capi di razza Frisona; gli animali 
testati erano tutti puberi (con un’età maggiore di due anni). I test hanno 
evidenziato una prevalenza apparente del 6% e una prevalenza reale del 
10,1% nei capi di razza Frisona, mentre le vacche di razza Chianina, positive al 
test sono state 8 con una prevalenza apparente del 3,6% ed una prevalenza 
reale del 5,3% (Cenci-Goga et al., 2010).  
L’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, in collaborazione con 
l’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna, ha 
compiuto uno studio in aziende presenti in Lombardia e Veneto appurando che 
la paratubercolosi è ampiamente diffusa nel territorio del Nord Italia. In 
particolar modo sono stati valutati, attraverso il test ELISA effettuato su 
campioni di siero di animali di età superiore ai 12 mesi, 391 allevamenti in 
Lombardia, per un totale di 38.489 capi, e 419 in Veneto per un totale di 27.119 
animali. Il numero di aziende campionate considerate infette (con almeno un 
animale positivo al test) è stato 190 (48%) per la Lombardia e 272 (65%) per il 
Veneto (Pozzato et al., 2011). Le prevalenze reali delle aziende sono state 
simili tra le due regioni; 70% Lombardia e 71% Veneto, mentre le prevalenze 
reali intra-aziendali sono risultate abbastanza differenti: 6,7% per la Lombardia 
e 14,3% in Veneto. Questa differenza, secondo gli autori della ricerca, potrebbe 
essere spiegata da una diversa distribuzione di età degli animali campionati 
nelle due regioni, tenendo conto che la risposta umorale aumenta con 
l’aumentare dell’età. Non sono però disponibili informazioni relative all’età dei 
capi analizzati (Pozzato et al., 2011).  
In Sicilia, un’indagine condotta nel 1989 ha messo in evidenza la presenza del 
patogeno tramite esame microscopico delle feci e di alcuni visceri (mucosa del 
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piccolo intestino, valvola ileo-cecale e linfonodi regionali) di alcuni esemplari 
bovini dell’entroterra collinare, positivi all’esame sierologico e con evidenti 
lesioni anatomo-patologiche riscontrate al macello (Vesco et al., 1990).  
In Italia, i primi casi nei selvatici sono stati segnalati in Alto Adige nei cervi del 
Parco Nazionale dello Stelvio nei primi anni Novanta (Pacetti et al., 1994); 
successivamente l’infezione è stata segnalata nel capriolo, nel camoscio e nello 
stambecco. In particolare sono stati rilevati due casi di paratubercolosi in 
stambecchi (Capra ibex); nei due animali analizzati le lesioni principali sono 
state osservate a carico dei linfonodi mesenterici ed iliaci; entrambi i capi sono 
risultati positivi alla PCR, mentre solo un animale era positivo alla colorazione di 
Zielh-Neelsen (Ferroglio et al., 2000). 
Nel 2008 la paratubercolosi è stata rilevata nel cervo (Cervus elaphus) e nel 
capriolo (Capreolus capreolus) in Piemonte dove sono stati esaminati, tramite 
PCR, 67 cervi e 40 caprioli presenti nella provincia di Torino e 29 caprioli della 
provincia di Alessandria. Le analisi hanno permesso di identificare MAP nel 
32,9% cervi e nel 22,5% dei caprioli in Provincia di Torino e nel 41,4% dei 
caprioli in provincia di Alessandria (Robino et al., 2008). 
Nelle province di Trento e Bolzano la malattia è studiata nelle specie selvatiche 
dal 1997, in seguito ai primi casi riscontrati nel cervo (Cervus elaphus) in Italia 
nei primi anni Novanta. Durante il periodo 2005-2006 sono state prese in 
considerazione aree di campionamento con differenti situazioni ecologiche; in 
particolare sono state esaminate le aree del Parco Nazionale dello Stelvio e le 
riserve di caccia limitrofe, con densità di popolazione di cervi pari a 6/7 capi/100  
ha nell’area di distribuzione con punte all’interno del Parco di 30 capi/100 ha 
confrontate con aree a densità non superiori a 3 capi/100 ha. Sono stati 
analizzati gli organi di 163 cervi, 128 caprioli (Capreolus capreolus), 44 camosci 
(Rupicapra rupicapra), 4 mufloni (Ovis musimon) e 9 stambecchi (Capra ibex). 
Sono inoltre stati esaminati gli organi di 102 bovini e 30 ovicaprini e 6443 sieri 
bovini. Sono stati confrontati diversi metodi di indagine: esame 
anatomopatologico, esame istopatologico-immunoistochimico, isolamento 
colturale e sierologico (ELISA). I risultati hanno evidenziano una elevata 
diffusione ambientale di MAP nelle aree ad alta densità di cervi (prevalenza 
all’esame colturale del 50% nel cervo, 23% nel capriolo, 37% nel bovino) con 
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forme cliniche-anatomopatologiche presenti quasi esclusivamente nel cervo ed 
assenti invece nei ruminanti domestici nei quali la prevalenza sierologica non 
supera il 1%. L’incidenza di soggetti positivi all’esame colturale, di quelli con 
forme patologiche gravi e l’incidenza di animali positivi all’esame 
immunoistochimico si riducono dove le densità di popolazione del cervo sono 
basse. Nell’area oggetto di studio la persistenza nel tempo dell’infezione e della 
malattia appaiono quindi essere indipendenti dalla presenza di ruminanti 
domestici al pascolo. I risultati suggeriscono che nel cervo, analogamente a 
quanto già riscontrato nei ruminanti domestici, il livello di eliminazione del 
micobatterio nell’ambiente dipenda dalla presenza di soggetti con forma clinica 
e supereliminatori. Nella maggior parte dei cervi batteriologicamente positivi 
all’esame colturale per MAP l’infezione decorre in modo lieve, inapparente o 
transitorio, mentre solamente i cosiddetti “super-shedder” manifesterebbero la 
malattia clinica, favorendo il mantenimento dell’infezione nel territorio. 
L’individuazione dei cervi super-eliminatori, anche attraverso l’utilizzo di metodi 
diagnostici rapidi, potrebbe quindi fornire uno strumento utile al controllo delle 
sottopopolazioni di cervo attraverso indicazioni sanitarie usufruibili dal punto di 
vista gestionale nell’ambito di prelievi di selezione e relativamente alla 
distribuzione dei cervi nel territorio (Bregoli et al., 2007). 
Altri studi sono stati condotti in cervi del parco naturale Gran Bosco di 
Salbertrand; per la diagnosi di paratubercolosi in cervi provenienti dal Parco 
Naturale del Gran Bosco di Salbertrand e da aree limitrofe dell’Alta Val Susa 
(Alpi Cozie, Torino) è stata utilizzata la PCR. In particolare sono stati esaminati 
campioni di linfonodi appartenenti a 15 soggetti, di cui 11 sani e 4 con 
paratubercolosi clinicamente manifesta. Tutti i soggetti sono risultati positivi alla 
PCR. Su 10 cervi esaminati con test sierologici (AGID ed ELISA), 9 sono 
risultati negativi, mentre un solo animale con sintomatologia clinica in atto era 
positivo ad entrambi i test. Da quest’ultimo soggetto è stato isolato un ceppo di 
M. avium paratuberculosis. In precedenti ricerche, bovini all’alpeggio nella 
stessa area di studio erano risultati AGID-positivi per paratubercolosi. Con il 
proseguimento delle ricerche sarà possibile valutare il ruolo del cervo come 
eventuale fonte d’infezione per altri ruminanti domestici e selvatici (Nebbia et 
al., 2003). 
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Questi studi confermano che la malattia è ampiamente diffusa nei ruminanti 
selvatici e ciò deve essere preso in considerazione poiché queste specie 
potrebbero giocare un ruolo fondamentale nel mantenimento dell’infezione in 
natura. È quindi importante svolgere indagini epidemiologiche sulle specie 
selvatiche al fine di implementare correttamente eventuali piani di controllo della 
paratubercolosi. 
1.2.2 La paratubercolosi in Europa 
Dal 1980, è emerso che la malattia di Johne sia un problema di tipo sanitario 
diffuso nelle aziende agricole di cervi nel Regno Unito (Gilmour, 1988; Fawcett 
et al., 1995), in Germania (Commichau, 1982), in Belgio (Godfroid et al., 2000). 
Recentemente la forma clinica è stata rilevata in una popolazione di daini 
selvatici in Spagna (Marco et al., 2002).  
Uno studio recente ha evidenziato che MAP può essere trasmesso dagli animali 
selvatici ai ruminanti domestici e che la fauna selvatica costituisce 
verosimilmente un serbatoio dell’infezione. Questa ricerca ha analizzato i ceppi 
di Map presenti in 164 campioni prelevati da 19 diverse specie di ruminanti 
domestici e di animali selvatici in 7 Paesi europei: Repubblica Ceca, Finlandia, 
Grecia, Olanda, Norvegia, Scozia e Spagna. Per comprendere l’epidemiologia e 
la diffusione dell'infezione tra le varie specie animali e per valutare la possibilità 
di trasmissione interspecifica, questo studio ha caratterizzato da un punto di 
vista genetico gli isolati mettendo in evidenza che ceppi genotipicamente 
identici di MAP erano presenti in specie animali diverse che pascolavano sullo 
stesso territorio. In particolare in questa ricerca si identificavano due ceppi 
predominanti nei vari Paesi europei e la trasmissione interspecifica tra fauna 
selvatica e ruminanti domestici veniva dimostrata in quattro casi. Dunque la 
trasmissione interspecifica di Map tra fauna selvatica e ruminanti domestici 
presenti nello stesso territorio fornisce ulteriori evidenze a supporto di un 
possibile ruolo di serbatoio dell'infezione degli animali selvatici. Tale ruolo deve 
essere ulteriormente approfondito, per stabilire se la trasmissione sia passiva o 
attiva e per esaminare la probabilità di contatto tra animali selvatici e ruminanti 
domestici (Stevenson et al., 2009). 
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1.2.3 La paratubercolosi nei Paesi extraeuropei  
Casi di paratubercolosi sono stati recentemente diagnosticati in Nuova Zelanda 
(Gumbrell, 1986; de Lisle et al., 1993; Mackintosh e de Lisle 1998), Canada 
(Starke, 1991; Power et al., 1993), USA (Manning et al., 1998), Argentina 
(Mereb et al., 1994). Negli USA la malattia di Johne è conosciuta già da molti 
anni ed è ampiamente diffusa negli allevamenti bovini. Nel 1997, un’indagine su 
allevamenti di vacche da latte da parte del National Animal Health Monitoring 
System degli Stati Uniti (NAHMS, 1997) ha evidenziato che in questo Paese la 
malattia ha una prevalenza compresa tra il 30 ed il 50% (Wells et al., 1997). 
In uno studio condotto in aziende dello Utah e delle aree circostanti la 
prevalenza si è attestata intorno al 40% (Wilson et al., 2010).  
In un’altra ricerca condotta in aziende del Minnesota la prevalenza rilevata è 
stata del 14% (Raizman et al., 2011b).  
Anche in Canada la paratubercolosi è molto diffusa; in uno studio in cui sono 
stati raccolti ed analizzati campioni provenienti da aziende presenti in ciascuna 
provincia del Paese, sono state ottenute le seguenti prevalenze: 53,3% in 
Nuova Scozia, 33,3% in Prince Edward Island, 43,3% in New Brunswick, 37% 
in Ontario, 68,4% in Manitoba, 43,6% in Saskatchewan, 74% in Alberta (Tiwari 
et al., 2006).  
In Sud America, in uno studio stato condotto in Brasile, nello stato di Espiritu 
Santo, dove sono stati prelevati 1.450 campioni di siero bovino, è stata 
riscontrata la presenza di anticorpi anti-MAP in 165 campioni, con una 
prevalenza dell’infezione dell’11,4% (Costa et al., 2010).  
In Nuova Zelanda sono stati condotti numerosi studi sulla prevalenza 
dell’infezione nei cervi (Mackintosh et al.,  2004; Thompson et al., 2007).  
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1.3 Classificazione  
Secondo il Bergey’s manual (1994), i micobatteri appartengono al genere 
Mycobacterium formato da microrganismi allungati, bastoncellari, acido-
resistenti, aerobi, per lo più a crescita lenta, che vivono liberi in natura o 
parassiti dei vertebrati. L’agente eziologico della paratubercolosi è il 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis appartenente all'ordine 
Corynebacteriales, alla famiglia delle Mycobacteriaceae ed al genere 
Mycobacterium (Tabella 1). 
 
Tabella 1. Tassonomia dei micobatteri 
I Micobatteri sono stati convenzionalmente classificati in gruppi tassonomici 
sulla base di caratteri fenotipici (patogenicità per esseri umani e animali, 
velocità di crescita, temperatura di crescita, pigmentazione delle colonie) e 
biochimici (attività metabolica).  
Nel 1935 vennero scoperti alcuni ceppi che poiché differivano da quelli classici 
per l’aspetto delle colonie e poichè non causavano malattia nella cavia, furono 
chiamati con l’acronimo MOTT (Mycobacteria Other Than Tuberculosis) cioè 
“micobatteri non tubercolari” (Zavanella, 2012) (Tabella 2). 
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Tabella 2. Classificazione micobatteri (Zavanella, 2012) 
 
Nel genere Mycobacterium esistono vari raggruppamenti, che vengono utilizzati 
comunemente. I micobatteri atipici, saprofiti o patogeni occasionali, sono stati 
raggruppati nel 1959 da Runyon in 4 gruppi (denominati “gruppi di Runyon”), in 
base alla pigmentazione, alla morfologia delle colonie ed alla velocità di crescita 
che può essere lenta, se necessitano di più di 7 giorni d’incubazione, o veloce 
se hanno bisogno di meno di 7 giorni d’incubazione (Caldora et al., 2001) 
(Tabella 3). 
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Tabella 3: Classificazione di Runyon dei micobatteri 
 
Da un punto di vista clinico risulta più utile una classificazione volta a 
raggruppare specie simili per il loro ruolo patogeno in cluster noti anche con il 
termine di complex. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis rientra nel 
Mycobacterium avium complex (MAC) (Thorel et al., 1990) insieme ad altre 
sottospecie quali: M. avium, silvaticum e hominissuis (Mijis et al., 2002). I 
micobatteri inclusi nel MAC sono agenti patogeni, ubiquitari nell’ambiente, in 
grado di provocare malattie negli animali (Thoen et al., 1981) e negli esseri 
umani (Iseman et al., 1985; Young et al., 1986). I principali complex sono 
riportati in Tabella 4. 
 
Tabella 4: I principali complex del genere Mycobacterium (Tortoli, 2003) 
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La conseguenza più evidente del passaggio dalle analisi fenotipiche a quelle 
genotipiche è stato l’aumento del numero di specie appartenenti al genere 
Mycobacterium; ad oggi sono riconosciute ufficialmente 129 specie e 
sottospecie, circa il doppio di quelle riconosciute 15 anni fa (Tabella 5). Se è 
vero che la maggior parte delle specie “classiche”, definite in base ai caratteri 
fenotipici, sono state confermate dagli studi genetici, è anche vero che in molti 
casi si è assistito al frazionamento di alcune di esse in due o più entità 
tassonomiche (Tortoli et al., 2003) (Tabella 6). 
 
 
Tabella 5. Posizione tassonomica del Mycobacterium avium subsp.     
paratuberculosis (Pozzato et al., 2012)  
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Tabella 6. Dendrogramma relativo alle specie più conosciute del genere 
Mycobacterium (azzurro: gruppo M. simiae-like; bianco: micobatteri a crescita 
lenta; giallo: gruppo M. terrae-like; verde: micobatteri a crescita rapida; grigio: 
micobatteri termo-tolleranti) (Tortoli, 2003) 
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Studi di epidemiologia molecolare mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) 
e RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) hanno condotto alla 
differenziazione di Map, sulla base di polimorfismi delle sequenze d’inserzione 
IS1311 e IS900, in due tipologie (Bauerfeind et al., 1996; Stevenson e 
Sharp,1997; Marsh et al., 1999; Collins et al., 2002; Stevenson et al., 2002) 
(Figura 1): 
 Type I (denominato anche S, sheep): i ceppi appartenenti a questo 
gruppo sono quelli più frequentemente isolati negli ovini e nei caprini; in 
coltura le loro colonie sono lisce e biancastre, a margini regolari, 
sebbene siano stati descritti ceppi che producono colonie pigmentate di 
colore giallo-arancio. Questo gruppo comprende ceppi che crescono più 
lentamente rispetto a quelli appartenenti al di gruppo Type C; 
 Type II (denominato anche C, cattle): a questo gruppo appartiene la 
maggior parte dei ceppi isolati nel bovino; i ceppi appartenenti al Type II 
producono colonie rugose, con margini irregolari e non pigmentate, e 
crescono abbastanza bene su terreni solidi o liquidi con l’aggiunta di 
micobactina, e sono rilevabili in 4-16 settimane (Stevenson, 2010).  
 
Successivamente, in uno studio condotto nel 2005, è stata dimostrata 
l’esistenza di un terzo gruppo, a cui appartengono ceppi isolati 
raramente da bovini, ovini, e caprini, denominato tipo III o anche 
intermedio (De Juan et al., 2005) e considerato da alcuni Autori un 
sottotipo del gruppo I.  
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Figura 1. Classificazione di Map in gruppi e sottogruppi (Stevenson, 2015) 
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1.4 Eziologia  
M. avium subsp. paratuberculosis (MAP) comprende numerosi batteri che 
hanno una forma bastoncellare, la cui misura oscilla tra 0,2 a 0,6 µm di 
ampiezza e tra 1,0 e 10 µm di lunghezza. Sono immobili, asporigeni, aerobi e la 
loro temperatura ottimale di crescita è di 37°C. Per la crescita in vitro richiede la 
presenza di un agente chelante il ferro, la mycobactina, che ne permette 
l’assorbimento da parte della cellula; tale dipendenza è una caratteristica 
comune a quasi tutti i ceppi MAP conosciuti, ma può essere espressa anche da 
altri ceppi quali M. avium subsp. silvaticum e da alcuni ceppi di M. avium subsp. 
avium (Thorel, 1990).  
Inizialmente nel terreno di coltura si usava la micobactina P, ottenuta a partire 
da M. phelei, mentre oggi la maggior parte dei laboratori impiegano la 
micobactina J, ottenuta a partire dagli isolati di M. a. paratuberculosis adattati 
all’accrescimento in un mezzo sintetico in laboratorio (Merkal e McCullough, 
1982). 
Sono stati descritti tuttavia ceppi di MAP capaci di crescere in mezzi solidi 
senza micobactina, se ad essi viene aggiunto citrato ferrico ammonico al 1% 
che apporta la quantità di ferro necessaria per il metabolismo di MAP (Merkal e 
Curran, 1974); inoltre alcuni ceppi isolati di MAP mantenuti in laboratorio e 
sottoposti a frequenti seconde risemine possono perdere la dipendenza da 
micobactina e possono così crescere più rapidamente rispetto a quanto 
avveniva con l’isolamento primario (Gunnarsson e Fodstad, 1979; Merkal e 
Curran, 1974).  
Presentano una parete formata da quattro classi di polimeri: peptidoglicano, 
arabinogalattano, acidi micolici e lipoarabinomannano. I quattro strati della 
parete cellulare, soprattutto quello formato da acidi micolici, conferiscono a Map 
alcol-acido resistenza, che costituisce la base per il riconoscimento dei 
micobatteri secondo la colorazione di Ziehl-Neelsen. Tali sostanze 
rappresentano circa il 60% del peso secco e conferiscono al batterio notevole 
idrofobicità, resistenza ad acidi, disinfettanti, anticorpi ed essiccamento 
(Scatozza e Farina, 1988). La proprietà dell’alcol-acido resistenza non è 
esclusiva dei micobatteri ma è condivisa da altri microorganismi, quali ad 
esempio Nocardia, Corynebacterium e Rhodococcus (Pfyffer et al., 2003), 
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patogeni che risultano essere solo parzialmente acido-resistenti. Negli ultimi 
anni sono state isolate forme di Micobatteri debolmente colorabili con lo Ziehl-
Neelsen perché prive di una vera parete, chiamati sferoplasti (Wall et al., 1993). 
Un’altra caratteristica differenziale di MAP è la sua lenta crescita, che richiede 
4–16 settimane a 37°C per i ceppi bovini, ma può arrivare a 8 mesi per i ceppi 
ovini. MAP non si moltiplica nell’ambiente esterno, ma solo nelle specie animali 
recettive, dove trova un habitat favorevole all’interno dei macrofagi. La sua 
temperatura ottimale per la crescita è di 37°C (Taylor, 1949; Chiodini, 1986; 
Cocito et al., 1994;). Nel terreno di coltura solido forma piccole colonie (1-5 
mm), rugose e generalmente non pigmentate visibili dopo 4-8 settimane e, solo 
in alcuni casi anche dopo 6 mesi (Chiodini et al., 1984a). Ci sono ceppi di M. 
avium partuberculosis che producono un pigmento giallo-arancio, osservabile 
sia nel mezzo di coltura solido, sia nella mucosa intestinale. Questi micobatteri 
pigmentati sono caratteristici degli ovini (Stamp e Watt, 1954; Taylor, 1951; 
Taylor, 1945) anche se sono stati riscontrati anche nei bovini (Watt, 1954; 
Stuart, 1965a). Mahmouud et al. (2002) descrissero il primo caso di una lesione 
pigmentata granulomatosa nel fegato di una pecora.  
La struttura della parete cellulare di MAP, comune a tutti i micobatteri (Figura 2) 
è formata da quattro strati. Il più interno è il peptidoglicano formato da N-
acetilglucosammina, acido N-acetilmuramico e da un piccolo gruppo di 
aminoacidi rappresentato da L-alanina, D-alanina, acido D-glutammico e lisina 
o, in alternativa, acido diaminopimelico (DAP). Questi costituenti sono 
assemblati insieme in modo da formare un’unità di ripetizione, il glican-
tetrapeptide (Brock et al., 2003). Questo strato è lo scheletro del batterio che gli 
dà forma e rigidezza. Di seguito vi è uno strato composto da polimeri di 
arabinosio e galattosio che mette in contatto il peptidoglicano con lo strato che 
segue, formato da acidi micolici. Questi sono acidi grassi formati da 60 a 90 
atomi di carbonio con catene ramificate, e con un punto di fusione molto alto 
(Goodfellow et al., 1982). Lo strato più superficiale è costituito da glicolipidi e 
lipopolisaccaridi (lipoarabinomanano, LAM). Il LAM gioca un ruolo importante 
nella patogenesi della tubercolosi (Barnes et al., 1992a), della lebbra (Barnes et 
al., 1992b) e della paratubercolosi (Sugden et al., 1989; McNab et al., 1991b). A 
prova di questo, sono stati descritti microrganismi privi di parete cellulare (cell 
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Wall Deficient, CWD), denominati sferoplasti, isolati da tessuti di pazienti con il 
morbo Crohn (Chiodini, 1989) e da animali con la malattia di Johne (El Zaatari 
et al., 2003). Secondo alcuni ricercatori è proprio questa forma con la parete 
modificata che scatena la risposta immunitaria anomala che causa la malattia.  
I quattro strati della parete cellulare conferiscono a M. paratuberculosis due 
caratteristiche molto importanti: 
 • Alcol-acido resistenza, evidenziabile con la colorazione di Ziehl-Neelsen. 
Grazie all’elevata percentuale di lipidi della loro parete che varia dal 20-40% del 
peso secco (Smith, 1969) hanno la capacità di trattenere la colorazione della 
fucsina di Ziehl anche se trattati con decoloranti come l’alcol e gli acidi minerali 
(alcol-acido di Ziehl-Neelsen). 
• Elevata capacità di sopravvivenza in ambienti sfavorevoli per lunghi periodi di 
tempo; questo ha una ripercussione molto importante nell’epidemiologia della 
malattia.  
 
 
Figura 2. Struttura della parete dei micobatteri (Brennan, 2003) 
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1.5 Genoma 
Le caratteristiche genomiche sono molto importanti in quanto permettono di 
sviluppare test diagnostici biomolecolari. La mappa genomica del micobatterio è 
stata resa nota nel 2005, segnando un passo importante nella conoscenza di 
questo microorganismo e rendendo possibile anche la comparazione del suo 
genoma con quello di altri micobatteri (Li et al., 2005). È noto che MAP è 
costituito da 4.829.781 paia di basi ed ha un rapporto relativamente alto 
(69,3%) di nucleotidi di guanina e citosina. MAP possiede una sequenza di basi 
nucleotidiche che sono, per una percentuale superiore al 95%, uguali a quelle 
del Mycobacterium avium subsp. avium, agente eziologico della tubercolosi 
aviare (Li et al., 2005). Tuttavia, nonostante la somiglianza genotipica, questi 
micobatteri hanno caratteristiche molto differenti. Infatti MAP è un batterio 
intracellulare che infetta i ruminanti, in particolare bovini e ovini ed il sito 
d’infezione primario di infezione è rappresentato dal  tratto gastrointestinale. Al 
contrario, M. avium è rilevabile comunemente nell’ambiente e provoca la 
tubercolosi negli uccelli ed infezioni diffuse in pazienti affetti da AIDS. Inoltre la 
crescita di MAP è lenta (il tempo di duplicazione è di 22-26 ore, rispetto alle 10-
12 ore del M. avium subsp. avium) e necessita di micobactina in terreni di 
coltura, mentre il micobatterio della tubercolosi aviare non ha bisogno di questa 
sostanza (Bannantine et al., 2003) per crescere in terreni di coltura. A livello 
genomico, per stabilire le differenze esistenti tra queste due sottospecie, sono 
state utilizzate come marker genetici le sequenze d’inserzione, le quali sono 
sequenze di DNA della lunghezza massima di 2kb codificanti l’enzima 
trasposasi, che è richiesto per la trasposizione da una posizione a un’altra del 
DNA (Poli, 2005). In particolar modo la sequenza di inserzione IS900, che è 
stata la prima ad essere identificata, è la sequenza target attualmente più 
utilizzata nei saggi di PCR per identificare MAP. Alcuni studi hanno tuttavia 
dimostrato la presenza della IS900 in altre due specie di micobatteri, M. cookii e 
M. scrofulaceum, la quale risulta omologa con l’IS900 di MAP rispettivamente 
per il 94% e il 79%, suggerendo che l’utilizzo della IS900 potrebbe dare, in rari 
casi, risultati falsi positivi (Stabel e Bannantine, 2005). Un’altra sequenza 
d’inserzione molto studiata appartenente a MAP è la IS311, la quale non è 
presente solo nel genoma di MAP, ma è stata riscontrata anche in quello di M. 
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avium e M. intracellulare (Barletta, 2001). Questa sequenza è impiegata per 
distinguere i ceppi appartenenti al gruppo C ed S (Sevilla et al., 2005). Anche la 
sequenza d’inserzione ISMap02 è stata utilizzata in numerosi saggi di PCR 
come sequenza di inserzione da utilizzare in alternativa all’IS900 (Stabel e 
Bannantine, 2005). Un altro studio ha utilizzato come sequenza target della 
PCR la sequenza ISMav2 ottenendo buoni risultati (Shin et al., 2004). Altre 
sequenze che sono state impiegate per identificare MAP nei campioni sono la 
sequenza hspX (Ellingson et al., 1998) e la f57, le quali sono presenti in singola 
copia nel genoma di MAP (Vansick et al., 2004). 
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1.6 Caratteristiche antigeniche e fattori di resistenza 
Lo studio degli antigeni è fondamentale per una corretta formulazione di vaccini, 
ma soprattutto per il loro impiego nei test diagnostici. I glicolipidi 
arabinomannosio (AM) ed lipoarabinomannosio (LAM), che sono presenti nella 
parete di MAP, sono i principali antigeni di questo micobatterio.  
In particolare il LAM è il principale antigene glicolipidico ed ha un peso 
molecolare di circa 40 kDa (Jolly et al., 2011). La struttura del LAM differisce 
leggermente tra le diverse specie di micobatteri, con importanti differenze in 
termini di attività biologica. Il LAM, inoltre, è dotato di un’elevata 
immunogenicità ed è utilizzato come antigene nei test diagnostici (Bannantine 
et al., 2010). Questo glicolipide svolge anche un ruolo nella patogenesi 
dell’infezione in quanto contribuisce ad arrestare la maturazione del fagosoma 
ed è un potente neutralizzatore (scavenger) di radicali liberi (Reactive Oxygen 
Intermediate) e specie reattive dell’azoto (Reactive Nitrogen Intermediate) 
(Olsen et al., 2010).  
Numerose sono le proteine che hanno importanza a livello diagnostico e 
molteplici sono stati gli studi effettuati sulla proteomica del microorganismo. Di 
particolare interesse è un complesso antigenico espresso in caso di danno 
termico o di altri fattori che provocano stress per il batterio, chiamato heat shock 
13 protein o stress protein. Il complesso antigenico è codificato da una porzione 
estremamente conservata di DNA e gioca un ruolo importante nell’attivazione e 
nella modulazione dell’attività delle cellule dendritiche dell’ospite (Mikkelsen et 
al., 2011).  
Tra gli antigeni più studiati del complesso vi sono la GroES, MAP3841, Hsp65 
(GroEL), Hsp70, MAP3840; tali proteine hanno buona immunogenicità, ma al 
contempo non sono degli antigeni ideali per condurre test diagnostici in quanto 
pur essendo codificate da segmenti di DNA molto conservati, possono causare 
cross-reazioni essendo presenti in altre specie di micobatteri (Mikkelsen et al., 
2011).  
Tra le proteine più studiate abbiamo il complesso antigenico A36, ed in 
particolare una proteina del peso di 34kDa (p34). La p34 è in grado di evocare 
una forte risposta umorale ed è specifica per MAP. Inoltre, il polipepetide a362, 
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che rappresenta la terminazione, carbossilata della p34, è stata valutata come 
antigene utilizzabile nella metodica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA) (Milkkelsen et al., 2011).  
Un’altra proteina che è in grado di indurre una risposta immunitaria è la MPP14 
che ha un peso di 14kDa e che sviluppa una forte stimolazione del 
dell’interferone γ (INF-γ) sia in vitelli infettati sperimentalmente che in vitelli di 
controllo sani. L’impiego di questa proteina è però limitato dalla possibile 
interferenza con i test che sfruttano INF-γ come antigene (Huygen et al., 2010).  
Due enzimi alchil-idroperossido-reduttasi, AhpC e AhpD, sono in grado di 
indurre una risposta immunitaria con produzione di INF-γ e sembrano essere 
specie-specifici (Mikkelsen et al., 2011).  
Un altro complesso antigenico è il Ag85, composto da tre proteine: Ag85A 
(MAP1609c), Ag85B (MAP0126) e Ag85C (MAP353c), che inducono 
nell’organismo ospite la secrezione di citochine quali IFN-γ, interleuchina 12 (IL-
12) e Tumor Necrosis Factor α (TNF-α), importanti nel controllo della crescita 
del micobatterio. Tali proteine potrebbero essere utilizzate nella preparazione di 
un vaccino (Shin et al., 2005).  
Un’altra proteina è stata riconosciuta come fattore di virulenza, la 
Superossidodismutasi (SOD) che ha un peso di 23 kDa. Essa sembra interferire 
con le proprietà antibatteriche dei macrofagi e ha proprietà anti-apoptosi; induce 
tra l’altro una significativa risposta anticorpale (Huygen et al., 2010). 
Antigeni protoplasmatici (PPA) quali le proteine PE e PPE denominate così in 
considerazione del disegno aminoacidico riscontrato in prossimità dei domini N-
terminali, che sono rispettivamente prolina-acido glutammico e prolina-prolina-
acido glutamico (Li et al., 2005). Queste proteine sono espresse sulla superficie 
cellulare e sono in grado di indurre una risposta immunitaria sia cellulo-mediata 
che umorale (Deb e Goswami, 2011). In particolare due proteine, Map 3420c e 
Map1506, sono state analizzate in uno studio per evidenziare la risposta 
immunitaria. Di queste solo la Map 3420c ha evocato una risposta immunitaria, 
di tipo umorale in vacche infette. Queste due proteine non sono tuttavia 
specifiche solo di MAP. Infatti, geni ortologhi di Map3420c e Map1506 sono 
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stati trovati nel genoma di M. avium subsp. hominissuis e M. avium subsp. 
avium con una omologia superiore al 98,5%. È pertanto possibile che le 
risposte immunitarie possano essere state indotte da cross-anticorpi che 
reagiscono contro proteine PPE di altri membri del M. avium complex (Newton 
et al., 2009).  
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1.7 Resistenza  
MAP possiede una notevole resistenza sia a fattori chimici sia a fattori fisici 
(Schulze et al., 1992; Sung, 1998).  
La resistenza di MAP è ampiamente documentata non solo nell’ambiente, ma 
anche in numerosi studi riguardanti la sopravvivenza del micobatterio alla 
pasteurizzazione (Chiodini, 1993; Grant, 1996; Keswani, 1998; Stabel, 1997; 
Sung, 1998).  
 Gli studi condotti da Schroen nel 2000 hanno dimostrato che la luce 
ultravioletta ha effetti minimi sulla sopravvivenza di M.avium subsp. 
paratuberculosis presente nel terreno.  
Nelle feci e nel suolo Map può sopravvive tra i 152 e 246 giorni, per cui il 
pascolo deve essere considerato una possibile fonte di infezione per gli animali 
per oltre un anno dalla sua contaminazione (Lovel, 1944). Molti fattori intrinseci 
del terreno riducono la sopravvivenza del micobatterio quali una bassa umidità, 
l’esposizione solare (Larsen, 1956), il pH acido (inferiore a 7,0) ed un basso 
contenuto in ferro (Johnson, 1997; Johnson 1998; Johnson 1999).  
Molti Autori hanno verificato la notevole resistenza del micobatterio nell’acqua, 
dove MAP può resistere fino a 485 giorni in acqua di rubinetto ad una 
temperature compresa tra 4 e 20 °C (von Reyn, 1994). Nel 1944 Lovell ha 
dimostrato la sopravvivenza del micobatterio fino a 8–9 mesi in acqua distillata, 
acqua di rubinetto e di fonte a pH rispettivamente di 6,4–6,8, 7,1–8,0 e 5,3–5,9 
non rilevando differenze significative nella crescita batterica. Inoltre MAP è uno 
dei batteri più resistenti al trattamento dell’acqua mediante clorazione (Taylor, 
2000).  
La ricerca condotta da Grant et al., 2006 ha dimostrato la sopravvivenza e la 
moltiplicazione del micobatterio all’interno di protozoi acquatici (Acanthamoeba 
spp.).  
La contaminazione del suolo e dell’ambiente dove pascolano o sono stabulati 
gli animali è considerata la forma più comune di trasmissione di MAP. Ciò è 
dovuto al fatto che la principale via di escrezione di questo micobatterio sono le 
feci e che questo microrganismo sopravvive per lunghi periodi nell’ambiente 
esterno (Jorgensen, 1977; Larsen et al., 1956). Pertanto, l’elevata resistenza di 
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MAP fuori dall’ospite influisce direttamente nell’epidemiologia della malattia e 
nelle strategie di controllo.  
Schroen et al. nel 1990 hanno pubblicato il risultato di un lavoro svolto in 
Australia in cui è stato dimostrato che MAP è molto resistente alla luce solare 
ed ai raggi UV solari i quali hanno poco effetto nell’inattivare il patogeno nel 
suolo.  
I comuni agenti disinfettanti, quali l’ipoclorito di sodio, non inattivano 
rapidamente il micobatterio, mentre disinfettanti come i composti fenolici, basi 
forti che denaturano le proteine (idrossido di sodio al 2%) ed agenti che 
modificano i gruppi funzionali come metalli pesanti, agenti alchilanti e ossidanti, 
sono attivi su MAP (Chiodini et al., 1984; Merkal e Whipple, 1982;), anche se 
l’effetto diminuisce in presenza di materia organica.  
Pavlik et al. (2002) hanno realizzato uno studio sull’isolamento di MAP da 
ortaggi: dopo aver contaminato la terra con MAP e dopo aver seminato ortaggi, 
dopo quattro settimane hanno isolato MAP da questi alimenti.  
Inoltre MAP è stato isolato in numerosi studi da numerose specie di invertebrati, 
quali lombrichi (Lombricus terrestris), da scarabei (Tenebrio molitor e Zophobas 
atratus) e da scarafaggi (Blatta orientalis) e da mosche (Fischer et al., 2001; 
Pavlik et al., 2002; Fisher et al., 2003).  
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1.8 Epidemiologia 
 
La paratubercolosi è una malattia cosmopolita (Serraino et al., 2013).   
Per studiare la trasmissione di MAP tra gli animali domestici, bisogna tener 
conto dell’area geografica, della specie animale e del tipo di ceppo di 
micobatterio che sta dando luogo all’infezione. In Europa il tipo predominante, 
indipendentemente dalla specie animale colpita, è il Type C che può colpire 
indifferentemente sia la specie ovina sia quella bovina (Burrells et al., 1995; 
Juste et al., 1994). Esistono ceppi di MAP che prediligono le pecore come 
ospite principale; questo è il caso dei ceppi isolati in Scozia ed in Inghilterra 
(Taylor, 1945; Taylor, 1951), in Islanda, in Sudafrica, in Australia ed in Nuova 
Zelanda (Collins et al., 1990; Cousis et al., 2000; Whittington et al., 2000; 
Whittington et al., 2001). Gli animali selvatici hanno un ruolo molto importante 
nella diffusione e nel mantenimento dell’infezione della malattia; MAP è stato 
infatti rilevato in numerose specie di selvatici, sia ruminanti quali i cervi, mufloni, 
camelidi, bisonti e alci, sia non ruminanti (Corn et al., 2005; Daniels et al., 
2003). Nel 1990 è isolato per la prima volta MAP da conigli selvatici in Scozia 
(Angus, 1990), ed in seguito MAP è stato messo in evidenza in questa specie 
anche in Gran Bretagna (Greig et al., 1999; Beard et al., 2001). Uno studio 
recente ha messo in evidenza il fatto che le feci di coniglio infetto possano 
costituire una via di infezione per i bovini al pascolo (Daniels et al., 2001).  
Negli animali infetti la principale via di eliminazione del microrganismo è 
rappresentata dalle feci e la principale via di infezione è quella orofecale 
(Vincenzoni, 2003; Dellamaria et al., 2014).  
Nel 1996 Chiodini descrisse come il micobatterio, attraverso il sistema linfatico 
e circolatorio, poteva diffondersi in altri apparati oltre a quello gastroenterico, in 
particolare in quello mammario e in quello genitale. Oggi sappiamo che più di 
un terzo di animali con sintomatologia eliminano MAP con il colostro e con il 
latte (Streeter et al., 1995; Sweeney  et al., 1992). Inoltre, sappiamo che fin dai 
primi stadi della malattia MAP può essere ritrovato negli embrioni (Sweeney  et 
al., 1992) e che esso può essere individuato anche nel seme di tori con forma 
clinica e subclinica i quali eliminano il batterio con escrezione intermittente 
(Larsen et al., 1981). Nella Figura 3 sono rappresentate le principali vie di 
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escrezione e trasmissione di MAP e le dimensioni delle frecce indicano il livello 
di rischio associato ad ognuna di loro. 
 
Figura 3. Vie di escrezione e trasmissione di Map (Pozzato et al., 2012) 
 
Studi condotti in Nuova Zelanda hanno messo in evidenza che la trasmissione 
intrauterina sia possibile non solo nei ruminanti domestici, ma anche nel cervo 
(Thompson et al., 2007).  
Inoltre due studi hanno suggerito che il rischio di trasmissione intrauterina nel 
cervo sia molto più alto che nel bovino e nell’ovino (Whittington e Windsor, 
2009); infatti, è stato possibile isolare MAP dall'88% dei feti provenienti da madri 
con forma clinica e dal 78% dei feti provenienti da madri con forma subclinica 
che erano risultate positive alla sierologia (van Kooten et al., 2006; Thompson 
et al., 2007).  
Attualmente sono disponibili poche informazioni riguardo la suscettibilità 
all’infezione del cervo, sebbene la prevalenza della forma clinica sembra molto 
più elevata in allevamenti dove sono presenti cervi di età compresa tra 8-15 
mesi (Mackintosh et al., 2004) e quelli dove sono allevati gli yearling (Manning 
et al., 1998). 
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1.9 Patogenesi  
Inizialmente si credeva che dopo l’ingestione, MAP si localizzasse nelle tonsille 
e nei linfonodi retrofaringei e da qui diffondesse nell’intestino e nei linfonodi 
meseraici (Payne e Rankin, 1961b); sperimentazioni successive hanno 
dimostrato che la maggior parte delle lesioni, negli stadi iniziali dell’infezione, si 
riscontrano nelle placche del Peyer dell’intestino e nei linfonodi meseraici 
(Brostherstone et al., 1961; Nisbet et al., 1962; Sigurdardottir et al., 1999). Per 
questo attualmente si ritiene che l’infezione inizi con l’invasione del tessuto 
linfoide intestinale.  
MAP penetra nel tessuto linfoide intestinale attraverso le cellule epiteliali M le 
quali ricoprono la cupola dei follicoli linfoidi delle placche del Peyer (Momotani 
et al., 1988). A seguito della penetrazione nelle cellule M, i micobatteri sono 
trasportati tramite i vacuoli, nei macrofagi sub-epiteliali ed intra-epiteliali della 
lamina propria adiacente alle placche del Peyer, dove si localizzano all’interno 
dei fagosomi (Clarke, 1997; Momotani et al., 1988; Bendixen et al., 1981). Uno 
dei punti cruciali per la progressione dell’infezione, è legato alla capacità di 
MAP di persistere nei macrofagi (Weigand e Goethe, 1999). I micobatteri 
intracellulari diversi da MAP hanno sviluppato meccanismi di difesa diversi per 
adattarsi alle condizioni avverse che esistono all’interno del fagosoma quali la 
fusione fagosoma-lisosoma, il pH acido, le proteasi, le difensine e gli 
intermediari tossici dell’ossigeno. In particolare i micobatteri sono in grado di 
provocare:  
1) La modificazione del fagosoma mediante l’inibizione dell’acidificazione e la 
produzione di sulfatidina, che previene la fusione fagosoma-lisosoma e l’attività 
enzimatica lisosomale;  
2) La resistenza o neutralizzazione delle sostanze intermediarie del 
metabolismo.  
 
È stato dimostrato che MAP può persistere nei macrofagi in vitro per varie 
settimane senza una significativa perdita di vitalità nonostante i meccanismi 
antimicrobici presenti all’interno del fagosoma (Zurbrick e Czuprynski, 1987; 
Bendixen et al., 1981). I meccanismi, grazie ai quali MAP resiste alla 
degradazione intracellulare e si moltiplica nei macrofagi, non sono stati ancora 
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del tutto chiariti (Bendixen et al., 1981) anche se si crede che la componente 
lipidica della parete abbia un ruolo importante nella resistenza ai meccanismi di 
difesa intracellulare dell’ospite (Sibley et al., 1990; Tanaka et al., 1996).  
Tooker et al. (2002) hanno pubblicato uno studio che suggerisce tre possibili 
modi mediante i quali MAP sopravvive alla fagocitosi nei macrofagi bovini:  
1) L’interferenza dell’espressione proteica e l’inibizione della maturazione del 
macrofago;  
2) L’espressione di proteine che interferiscono direttamente con l’attivazione del 
macrofago;  
3) La penetrazione di MAP nei macrofagi in maniera tale da inibire i loro 
meccanismi di attivazione. Gli animali in cui i meccanismi antimicrobici dei 
macrofagi, mediante stimolazione immunologica sono capaci di distruggere i 
micobatteri, superano l’infezione; se però i micobatteri sopravvivono all’interno 
del macrofago, l’animale può sviluppare la malattia o rimanere per un lungo 
periodo portatore asintomatico, eliminando MAP con le feci. 
Durante le fasi iniziali dell’infezione i macrofagi infetti migrano per via linfatica, 
diffondendo l’infezione ai linfonodi regionali. Successivamente si sviluppa una 
risposta immunitaria specifica cellulo-mediata, in cui i linfociti T helper 1 (Th1) 
rilasciano citochine pro-infiammatorie, in particolare IFN-γ, la quale è attiva 
contro i micobatteri, e nel caso della paratubercolosi, il suo dosaggio può 
essere utile anche per l’identificazione dei soggetti infetti (Figura 4).  
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Figura 4. Invasione del tessuto linfoide intestinale da parte del micobatterio 
(Cheroutre e Madakamutil, 2004) 
 
 
Altre citochine prodotte in seguito a stimolazione antigenica sono le 
interleuchine IL- 1, IL-6 e TNF-α secrete dai macrofagi. Esse contribuiscono a 
combattere l’infezione limitando la sopravvivenza del batterio all’interno del 
macrofago stesso (Harris e Barletta, 2001).  
La sopravvivenza del batterio all’interno dei macrofagi è l’evento patogenetico 
chiave, nonché la caratteristica che sta alla base della natura cronica 
progressiva della paratubercolosi. All’interno dei macrofagi MAP, come altri 
micobatteri quali M. avium e M. tuberculosis, è in grado di prevenire la 
maturazione e l’acidificazione del vacuolo fagocitico impedendo che gli enzimi 
lisosomiali ed radicali liberi dell’ossigeno possano inattivarlo (Sweeney, 2011). 
Per esempio, la resistenza agli intermedi reattivi dell’ossigeno è stata connessa 
all’attività di alcuni enzimi prodotti dal batterio come la catalasi e perossidasi, 
mentre l’alchil-idrossiperossidasi è implicata sia nella resistenza agli intermedi 
reattivi dell’ossigeno che a quelli del nitrogeno (Harris e Barletta, 2001).  
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Generalmente, all’inizio dell’infezione, anche nei soggetti in precarie condizioni 
di salute le difese dell’ospite sono in grado di contenere l’infezione, 
permettendo soltanto la proliferazione e la diffusione di MAP all’interno 
dell’intestino e del tessuto linfoide associato all'intestino (GALT). Questa 
infezione “controllata” può portare però ad un lungo periodo di infezione silente 
che può durare per 2 o più anni. Durante questo tempo, l’animale non mostra 
segni clinici d’infezione, non vi è alcun effetto apprezzabile sulle produzioni, 
l’eliminazione fecale e gli anticorpi non sono di solito rilevabili (Sweeney, 2011). 
Sebbene l’infezione possa essere controllata nelle fasi precoci, questo avviene 
a discapito dell’ospite. La presenza di antigeni batterici a livello di sottomucosa 
intestinale e dei linfonodi mesenterici comporta l’arrivo di ulteriori macrofagi e 
linfociti nella mucosa; ne consegue la formazione di granulomi con cellule 
giganti multinucleate, cellule epitelioidi, linfociti e macrofagi. Le lesioni sono 
limitate in gravità e localizzazione, e ciò agevola il contenimento del MAP nei 
siti iniziali d’infezione. Tuttavia, quando l’infezione progredisce, le lesioni 
diventano più gravi e si diffondono causando il manifestarsi dei sintomi della 
malattia. Così, la risposta granulomatosa inizialmente contiene l’infezione, ma il 
danno collaterale causato dall’infiammazione granulomatosa determina 
l’insorgenza dei segni clinici della malattia di Johne (Sweeney, 2011). I 
granulomi sono quindi una risposta dell’organismo finalizzata a ridurre 
l’invasione del patogeno di altri distretti, ma vi è anche un’ipotesi secondo la 
quale proprio all’interno dei granulomi il micobatterio sia in grado di reclutare e 
infettare altri macrofagi e di essere trasportato in altre parti dell’intestino ed in 
altri organi (Coussens et al., 2010). 
In seguito, quando l’infezione comincia a prendere il sopravvento, l’immunità 
cellulomediata comincia a ridursi e l’infezione progredisce sempre più 
rapidamente (Figura 5). Questa perdita di controllo dell’infezione è spesso 
associata ad una transizione da una risposta di tipo Th1 ad una di tipo Th2 
caratterizzata dalla produzione di citochine quali le IL-4 e IL-10 ed alla cui 
insorgenza è associata la produzione di anticorpi (Sweeney, 2011). Le cause di 
questo shift immunitario non sono chiare, è però noto che quando ciò avviene 
l’infezione progredisce più rapidamente e le lesioni nell’intestino e nei linfonodi 
mesenterici diventano sempre più gravi. Le lesioni enteriche passano da focali 
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a multifocali e si diffondono. Sono colpiti digiuno, ileo, cieco e in misura minore 
il colon. Il rivestimento dell’intestino tenue, in particolare dell’ileo, si ispessisce a 
causa della massiccia infiltrazione cellulare, i villi intestinali risultano accorciati 
ed addensati, perdendo la loro funzionalità. Queste lesioni provocano 
malassorbimento, diarrea acquosa ed un’enteropatia proteino-disperdente che 
porta ad ipoproteinemia (Sweeney, 2011). In seguito, dai linfonodi mesenterci e 
dall’intestino, per via linfatica o ematica il batterio invade organi extra-intestinali 
quali il fegato, il rene e le ghiandole mammarie (Sweeney, 2011). Alcuni 
meccanismi patogenetici di questa malattia non sono ancora del tutto chiari e 
sicuramente altri studi devono essere condotti per avere un quadro completo 
della patogenesi. In ogni caso, di fondamentale importanza è la conoscenza 
della modulazione della risposta immunitaria, la quale inizialmente è di tipo 
cellulomediato, caratterizzata dal fatto che gli animali non mostrano segni della 
malattia, in seguito è di tipo umorale, la quale determina un’esacerbazione 
dell’infezione e la comparsa delle manifestazioni cliniche (Serraino et al., 2013). 
 
 
 Figura 5. Evoluzione patogenetica dell’infezione (Gonzales et al., 2005) 
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1.10 Sintomatologia  
La paratubercolosi è una malattia a carattere cronico progressivo, nella quale il 
principale sintomo è una marcata diarrea “ad arco” dal tipico odore pungente. 
L’animale appare spesso debilitato e cachettico e può essere presente edema 
sottomandibolare. Il periodo d’incubazione è lungo: varia dai due ai cinque anni, 
nei quali l’animale elimina il micobatterio attraverso le feci ed il latte (Serraino et 
al., 2013).   
Nel 1992 Whitlock ha individuato quattro stadi della malattia sulla base della 
gravità dei segni clinici, della quantità di microrganismi eliminati nell’ambiente 
ed all’efficacia di rilevamento dei test di laboratorio:  
 
- Fase I: Infezione silente.  
- Fase II: Malattia subclinica.  
- Fase III: Malattia clinica.  
- Fase IV: Malattia clinica avanzata.  
 
Nella fase I non ci sono segni clinici dell’infezione e non sono disponibili test 
diagnostici economicamente sostenibili in grado di rilevare l’infezione; il solo 
metodo per individuare gli animali infetti è mediante l’esame istologico con il 
riscontro di microgranulomi nel tessuto intestinale o nei linfonodi regionali; ciò è 
però improponibile da un punto di vista economico. Un altro test utilizzabile è la 
prova intradermica, che utilizza un antigene purificato, la johnina, per 
individuare la risposta cellulo-mediata, ma è dotata di bassa specificità (Tiwari 
et al., 2006). Gli animali possono passare dall’infezione silente alla fase di 
infezione subclinica o direttamente alla fase clinica quando la dose infettate è 
elevata (Stabel et al., 2008).  
 
Nella fase II l’animale elimina con le feci una quantità di MAP tale da poter 
contaminare l’ambiente esterno ed infettare altri soggetti (Figura 6). La quantità 
di micobatterio eliminata è apprezzabile con le comuni tecniche diagnostiche, 
sebbene l’eliminazione sia di tipo intermittente (Tiware et al., 2006). Inoltre in 
alcuni animali si possono rilevare elevati titoli anticorpali. In ogni caso, 
l’eliminazione fecale del batterio avviene prima che sia rilevabile la risposta 
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anticorpale (Tiware et al., 2006). In questo stadio la progressione della malattia 
dipende da numerosi fattori: l’età di infezione, la dose infettante, la frequenza di 
esposizione, fattori genetici propri dell’ospite e del microorganismo, fattori 
ambientali e fattori nutrizionali (Fecteau e Whitlock, 2010).  
 
Figura 6. Deperimento organico in corso di paratubercolosi (Foto personale, 
IZS delle Venezie, Sezione di Bolzano) 
 
Nella III fase gli animali subiscono una graduale perdita di peso e presentano 
diarrea intermittente che può persistere per settimane. Gli animali hanno un 
appetito conservato ed i segni vitali, quali la frequenza cardiaca, la frequenza 
respiratoria e la temperatura sono normali. Gli animali appaiono emaciati, a 
volte cachettici. L’intestino viene compromesso e conseguentemente anche 
l’assorbimento proteico: tale condizione non permette agli animali di avere una 
buona produzione lattea e per questo motivo questi soggetti spesso sono 
riformati prima che vengano identificati come infetti. Molti animali in questo 
stadio sono positivi alla coltura fecale ed hanno un aumento degli anticorpi 
sierici rilevabili attraverso i test ELISA ed AGID. Inoltre vi sono elevate 
possibilità per gli animali gravidi di trasmettere l’infezione al feto o di infettare la 
progenie attraverso la secrezione lattea dove le concentrazioni di MAP sono 
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alte. Inoltre, in questo stadio si possono annoverare gli animali definiti 
”supershedder” (SS, supereliminatori). Il termine è stato proposto per descrivere 
vacche che eliminano più di 10.000 UFC/gr di feci (Fecteau e Whitlock, 2010).  
Nella fase IV gli animali presentano edema intermandibolare ed hanno diarrea 
cronica che porta l’animale ad un forte stato di deperimento. La diarrea 
proteino-disperdente fa si che la maggior parte degli animali siano inviati al 
macello o, in caso contrario, il forte stato cachettico e la disidratazione portino 
rapidamente alla morte (Fecteau e Whitlock, 2010). 
È opportuno sottolineare come le forme cliniche non siano sempre presenti, ma 
anzi costituiscano solo la “punta dell’iceberg”. 
L’età al momento dell’infezione sembra essere il fattore più importante per lo 
sviluppo della sintomatologia clinica (Chiodini, 1984). Dal punto di vista 
epidemiologico il così detto “effetto iceberg” è significativo perché gli animali 
agli stadi 1 e 2, sono infetti ma difficili da identificare come tali e rappresentano 
un pericolo per gli animali non infetti, in quanto sono eliminatori del patogeno. 
Numerosi studi hanno dimostrato che i giovani animali sono più suscettibili 
all’infezione e tendono a sviluppare segni clinici di malattia di Johne più 
rapidamente di quanto accada agli animali che si infettano da adulti 
(Larsen,1978); questo non vuol dire che gli animali adulti non si infettino, ma 
che pur infettandosi sono più resistenti all’infezione e mostrano una 
sintomatologia clinica meno grave rispetto ai giovani infettati con la stessa dose 
(Taylor, 1981). 
L’ipoprotidemia e l’edema intermandibolare sono stati riportati in cervi, camelidi 
e pecore. Al contrario di quanto accade nella specie bovina e ovina, i casi clinici 
nel cervo sono comunemente osservati negli animali yearling (de Lisle et al., 
2003). La forma clinica di malattia nel cervo si presenta sporadicamente negli 
adulti, mentre negli animali giovani di 8-15 mesi si manifesta sottoforma di 
epidemia (Mackintosh et al., 2004).  
Gli animali colpiti dalla malattia hanno un calo ponderale e la maggior parte dei 
soggetti presenta diarrea. Nel cervo la malattia ha una bassa morbilità (<1%), 
ma ha un’elevata mortalità (~ 100%), in quanto gli animali non rispondono in 
genere al trattamento sintomatico. Negli ultimi 6 anni in Nuova Zelanda si sono 
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verificati focolai di infezione di paratubercolosi nei giovani cervi in almeno 5-10 
fattorie all'anno. Sebbene la prevalenza della forma subclinica di malattia non 
sia nota, il 10% dei cervi hanno lesioni macroscopiche nei linfonodi mesenterici 
rilevabili al macello. È molto probabile che la prevalenza dell’infezione sia molto 
più alta di questo valore poiché molti animali con infezione subclinica, la quale 
non determina la comparsa di lesioni macroscopicamente evidenti all’esame 
visivo, non sono identificati al macello (Mackintosh et al., 2002).   
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1.11 Lesioni anatomopatologiche  
La produzione di citochine e la conseguente risposta immunitaria di tipo 
cellulare che si instaura a seguito dell'infezione, provocano la comparsa di 
granulomi intestinali (Clarke, 1994; Cocito et al, 1994; Lugton, 1999); questo 
processo infiammatorio porta alla formazione di lesioni macroscopiche 
caratterizzate da un ispessimento della mucosa intestinale con pliche 
trasversali prominenti (Figura 7), la quale a sua volta determina 
malassorbimento e malnutrizione (Harris e Barletta, 2001). 
 
 
Figura 7. Lesioni intestinali (Foto personale, IZS delle Venezie, Sezione di 
Bolzano) 
 
Quando si compie una necroscopia su un animale affetto da paratubercolosi, 
oltre ai rinvenimenti comuni a tutti i processi di cachessia, si osservano lesioni 
caratteristiche e specifiche nell’intestino tenue e nei linfonodi associati. In 
particolare nel bovino le lesioni sono confinate all'ileo, alla valvola ileocecale ed 
ai linfonodi tributari (Ayele et al., 2001); la mucosa intestinale ha un aspetto 
tumefatto, raggrinzito con un ispessimento che ricorda le circonvoluzioni 
cerebrali. Generalmente non ci sono ulcere o discontinuità sulla superficie 
mucosale ed i linfonodi mesenterici e ileocecali sono aumentati di volume ed 
edematosi (Hines et al., 1995). 
Negli ovini le lesioni macroscopiche assomigliano a quelle dei bovini 
(ispessimento della mucosa intestinale associata a linfoadenopatia); le lesioni 
sono solitamente circoscritte all’ileo terminale, anche se possono trovarsi nel 
digiuno e occasionalmente nel duodeno, estendendosi fino al colon. Una 
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particolarità che si riscontra in alcuni casi di paratubercolosi ovina, è la 
presenza di una pigmentazione di color arancione-giallastro della mucosa 
intestinale (Mahmoud et al., 2002). Nei caprini le lesioni macroscopiche 
precedentemente descritte sono meno evidenti rispetto a quelle del bovino 
(Chiodini et al., 1984; Thorsen et al., 1994); sono presenti dei focolai, simili a 
quelli descritti per la tubercolosi con calcificazioni e caseificazioni, che si 
sviluppano nella mucosa, sottomucosa e nei linfonodi tributari (Hines et al., 
1995). 
Nei cervi (Cervus elaphus) naturalmente infetti ed in quelli infettati 
sperimentalmente sono riscontrabili lesioni intestinali macroscopicamente simili 
a quelle che si sviluppano nei ruminanti domestici affetti da paratubercolosi 
(Mokresh et al., 1989; Clarke, 1997; Greig et al., 1997). È possibile mettere in 
evidenza la presenza di necrosi caseosa nel digiuno, nel tratto ileo-ciecale e nei 
linfonodi retro-faringei; questo tipo di lesione necrotica non è al contrario 
evidenziabile nei linfonodi di bovini ed ovini infetti (de Lisle et al., 2003). Oltre a 
ciò, i cervi affetti da paratubercolosi, al contrario dei ruminanti domestici, non 
presentano un ispessimento macroscopicamente evidente della mucosa 
dell'ileo, ma sono visibili alla necroscopia ispessimento e dilatazione dei vasi 
linfatici e linfadenite (Mackintosh et al., 2004).  
All'esame post-mortem si riscontra di solito un ispessimento del digiuno ed un 
aumento di volume dei linfonodi ileocecali; talvolta sono evidenziabili anche 
lesioni linfonodali caseose di colore bianco o crema. A differenza di quanto 
accade nella specie ovina e bovina, l'ileo terminale raramente si presenta 
ispessito; le lesioni più frequentemente riscontrabili nel cervo sono a carico dei 
vasi linfatici del digiuno che sono edematosi e dilatati ed a carico dei linfonodi 
drenanti che sono aumentati di volume. Nel cervo l'omento, che di solito non 
presenta grasso, in corso di paratubercolosi, è edematoso ed in alcuni casi può 
formare aderenze con i linfonodi ed il digiuno colpiti.  
All’esame istopatologico le lesioni linfonodali sono caratterizzate da 
un'infiltrazione di macrofagi che contengono a livello intracellulare numerosi 
micobatteri alcol-acido resistenti (Figura 8); a carico di questi tessuti vi sono 
talvolta caseificazione e focolai di calcificazione. La valvola ileocecale può 
mostrare un'alterazione della struttura dei villi a causa della presenza di un 
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infiltrato cellulare che contiene numerosi organismi alcol-acido resistenti. Sono 
state descritte anche lesioni multiple che colpiscono i linfonodi del digiuno, 
ileocecali e retrofaringei. Occasionalmente, l'animale affetto da paratubercolosi 
può avere una linfoadenite generalizzata.  
 
 
Figura 8. Aspetto istologico dell’enterite paratubercolare (Foto personale, IZS 
delle Venezie) 
 
Le lesioni anatomopatologiche riscontrate nei cervi affetti da paratubercolosi 
sono possono essere raggruppate in classi anatomopatologiche secondo la 
seguente classificazione elaborata da Perez et al., 1997: 
- CLASSE A: alterazioni limitate al sistema linfatico con ispessimento delle 
placche del Peyer o linfangectasia, con linfoadenomegalia o linfadenite 
iperplastica o emorragica; lesioni erosive o petecchie limitate alla valvola 
ileocecale (Figura 9); 
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Figura 9. Linfoadenomegalia e linfadenite emorragica (Foto personale, IZS 
delle Venezie, Sezione di Bolzano) 
 
- CLASSE B: enterite di tipo catarrale e catarrale emorragica con 
estensione limitata all’ileo o a poche anse con eventuali erosioni o 
petecchie emorragiche (Figura 10); 
 
 
Figura 10. Enterite catarrale emorragica (Foto personale, IZS delle Venezie, 
Sezione di Bolzano). 
 
- CLASSE C1: enteriti emorragiche o catarrali emorragiche estese con 
gravi lesioni in corrispondenza della valvola ileocecale (Figura 11);  
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Figura 11. Valvola ileocecale (Foto personale, IZS delle Venezie, Sezione di 
Bolzano). 
 
 
 
- CLASSE C2: enteriti croniche con ispessimento della parete e 
corrugamento della mucosa (Figura 12); 
 
Figura 12. Corrugamento della mucosa intestinale (Foto personale, IZS delle 
Venezie). 
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- CLASSE C3: concomitante presenza delle lesioni in C1 e C2 associate a 
gravi linfoadeniti iperplastiche e lesioni necrotiche (Figura 13). 
 
 
Figura 13. Lesioni necrotiche dell’intestino e linfoadenite (foto personale, IZS 
delle Venezie, Sezione di Bolzano). 
 
Le lesioni istopatologiche possono essere classificate sulla base della loro 
gravità e del grado di infiltrazione di MAP nei tessuti; si distinguono due forme 
di lesioni, quella "paucibacillare" e quella "multibacillare" (Clarke e Little, 1996). 
La forma paucibacillare o tubercoloide è caratterizzata dalla presenza nelle 
lesioni di numerosi linfociti con poche o nessuna cellula batterica; al contrario, 
la forma multibacillare si caratterizza per la presenza di un gran numero di 
macrofagi e di cellule epitelioidi insieme ad un elevato numero di batteri (Clarke, 
1997). La forma multibacillare è quasi sempre associata alla malattia clinica, 
sebbene casi clinici siano stati descritti anche in animali che avevano la forma 
paucibacillare (Clarke et al., 1996; Kurade et al., 2004; Reddacliff et al., 2006; 
Dennis et al., 2011). Inoltre la forma multibacillare è considerata irreversibile 
(Dennis et al., 2011) ed è associata ad un elevato tasso di escrezione fecale di 
MAP nell'ambiente (Kurade et al., 2004; Reddacliff et al., 2006; Kawaji et al., 
2011). Il fatto che un animale possa sviluppare una delle due forme dipende dal 
tipo di risposta immunitaria che prevale: se predomina una risposta immunitaria 
di tipo cellulo-mediato si ha nel soggetto la forma paucibacillare, mentre se 
prevale quella di tipo umorale si sviluppa la forma multibacillare. Durante la 
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necroscopia sono rilevabili altri reperti anatomopatologici quali cachessia, 
emaciazione ed atrofia muscolare (Clarke, 1997). 
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1.12 DIAGNOSI 
Uno degli ostacoli maggiori legati al controllo ed all'eradicazione della 
paratubercolosi è rappresentato dalla difficoltà di una diagnosi certa d'infezione; 
per meglio orientare la diagnosi ed interpretare i risultati di laboratorio, è 
opportuno ricordare la cinetica dell’immunità cellulo-mediata ed umorale, tipica 
dell'infezione da MAP in rapporto all'escrezione fecale (Figura 14).  
In quest’ottica possiamo affermare che la risposta dell'organismo agli antigeni di 
MAP e di conseguenza la risposta ai vari tipi di test, è influenzata dallo stadio 
dell’infezione. Non esiste un test gold standard applicabile in ogni fase della 
malattia, ma si dispone di test ottimali per ogni stadio di infezione, in rapporto al 
tipo di risposta caratteristico di quello stadio. Naturalmente, l'associazione di più 
tipi di test aumenta l'attendibilità del risultato. 
 
 
 
Figura 14. Andamento dell’immunità umorale e cellulo-mediata negli animali 
infetti in rapporto all’escrezione fecale (Arrigoni, 2008). 
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1.12.1 Diagnosi differenziale  
Nella diagnosi differenziale di paratubercolosi nel cervo devono essere prese in 
considerazione numerose cause infettive e non infettive le quali determinano 
nel cervo perdita di peso e diarrea. Sono da considerare ai fini della diagnosi 
differenziale soprattutto i seguenti disturbi: yersiniosi, infestazioni parassitarie 
dell’abomaso e dell’intestino, tubercolosi aviare e febbre catarrale maligna 
(Mackintosh, 1998). 
 
1.12.2 Diagnosi di laboratorio  
La diagnostica di laboratorio è fondamentale per l’identificazione della malattia 
e negli ultimi anni numerosi sono stati gli studi che hanno avuto come obiettivo 
quello di migliorare sensibilità e specificità dei kit diagnostici al fine di 
diagnosticare con certezza la paratubercolosi.  
La principale difficoltà che si riscontra nel fare diagnosi di questa malattia è 
dovuta alle caratteristiche patogenetiche di MAP, ed in particolar modo alla 
durata del cosiddetto “periodo finestra”, ovvero il periodo nel quale l’animale 
infetto è in grado di eliminare il batterio, ma non presenta siero-conversione. 
Questa fase iniziale di infezione è infatti particolarmente lunga e non permette 
di evidenziare la risposta anticorpale. Anche l’eliminazione con le feci del 
batterio è influenzata dallo stadio di infezione. Di conseguenza, è fondamentale 
conoscere le caratteristiche di ogni saggio diagnostico al fine di un utilizzo 
corretto. In particolar modo il veterinario deve essere a conoscenza di due 
parametri dei test: la sensibilità e la specificità. 
La sensibilità (Se) è la capacità del test di identificare correttamente gli animali 
malati. In termini probabilistici, la sensibilità è la probabilità che un animale 
malato risulti positivo al test. La specificità (Sp) è la capacità del test di 
identificare correttamente gli animali sani (Bottarelli e Ostanello, 2011). 
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1.12.3 Diagnosi diretta 
1.12.3.1 Necroscopia  
La paratubercolosi non può essere diagnosticata mediante un esame visivo 
dell’intestino valutandone solamente l'eventuale ispessimento; gli intestini 
devono essere aperti dal duodeno al retto per visualizzarne la mucosa. 
L’ispezione della mucosa, specialmente nel tratto terminale dell’ileo, può 
mettere in evidenza, ove presente, l’aspetto tipico e patognomonico di questa 
patologia che viene definito “a scala di corda”. Possono inoltre essere osservate 
iperemia mucosale, erosioni e petecchie; i linfonodi mesenterici sono di solito 
aumentati di volume ed edematosi (Fiasconaro et al., 2012).  
Vetrini effettuati per impronta dalla mucosa interessata dalle lesioni e quelli 
effettuati dalla superficie interna dei linfonodi, dovrebbero essere colorati con il 
metodo Ziehl-Neelsen ed esaminati al microscopio; poiché non è possibile fare 
diagnosi di paratubercolosi con certezza solamente mettendo in evidenza 
microrganismi alcol-acido resistenti mediante colorazione, la diagnosi in questi 
casi deve essere confermata dall’esame istologico condotto sulle lesioni 
multiple intestinali e sui campioni linfonodali. I campioni istologici dovrebbero 
essere esaminati sia con la colorazione ematossilina-eosina sia con la 
colorazione di Ziehl-Neelsen (OIE, 2008). 
1.12.3.2 Esame microscopico (Ziehl-Neelsen)  
Può essere eseguito su feci o su organi ed i micobatteri si presentano come 
aggregati bastoncellari di colore rosso (Figura 15). Questo test e caratterizzato 
da una bassa sensibilità; infatti, la soglia per evidenziare un campione positivo 
è molto alta (105-106 ufc/gr di feci). Anche la specificità è bassa, in quanto nel 
campione prelevato possono essere presenti altri micobatteri ambientali che 
possono dare un risultato falso positivo. L'esame microscopico offre però il 
vantaggio di essere un test rapido, semplice e pertanto economico. Il risultato 
che ne consegue è di tipo qualitativo. A causa della sua bassa specificità e 
sensibilità si ritiene che debba essere riservato per fare diagnosi solamente nei 
casi clinici; inoltre i risultati positivi devono essere confermati con altri test, quali 
ad esempio la PCR o l'esame colturale.  Lo svantaggio di questo test, oltre a 
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presentare una bassa sensibilità, risulta essere la bassa specificità che non 
permette l’identificazione di specie (Redaelli, 1998). 
 
 
 
 
Figura 15. Esame microscopico, colorazione di Ziehl-Neelsen (foto personale, 
IZS delle Venezie, Sezione di Bolzano) 
 
1.12.3.3 Esame colturale 
L’esame colturale delle feci è la metodica che permette una diagnosi più 
affidabile, in quanto, pur presentando una sensibilità limitata (40-50%), dimostra 
una specificità assoluta (Withlock, 2000). Questo metodo è il "gold standard" 
per l'individuazione di Map, nonostante abbia molte limitazioni come la 
necessità di lunghi periodi di incubazione (i primi campioni positivi sono 
evidenziabili dopo un mese), i costi elevati, la necessità di attrezzature e 
personale specializzato e la possibile contaminazione dei terreni con altri 
micobatteri o funghi (Salem et al., 2013). 
La soglia di rilevazione della metodica è di circa 10-100 micobatteri per grammo 
di feci; quindi l’esame colturale ha una sensibilità maggiore di quella che ha 
l’esame microscopico effettuato mediante colorazione di Ziehl-Neelsen e 
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condotto direttamente a partire delle feci. A fronte dell’attendibilità assoluta 
dell’esame colturale delle feci, non si possono tralasciare i numerosi svantaggi 
legati a questo test, fra i quali si possono annoverare i lunghi tempi di attesa per 
la risposta, i frequenti inquinamenti che ne invalidano il risultato, i costi elevati, 
la necessità di attrezzature e personale specializzato e dotato di esperienza. 
L'esame colturale a partire dai tessuti provenienti da ruminanti ha una 
sensibilità maggiore rispetto all’esame istopatologico. Inoltre il principale 
vantaggio di questo test, rispetto a quelli di tipo indiretto, è quello di individuare 
gli animali escretori, i più pericolosi dal punto di vista epidemiologico. 
1.12.3.4 Polimerase Chain Reaction (PCR)  
Una delle maggiori difficoltà che s’incontrano nel lavorare con MAP è legata alla 
sua lenta crescita ed alla sua tendenza a formare aggregati, i quali rendono 
problematico il conteggio delle colonie. Per superare le difficoltà associate ai 
metodi di coltura tradizionali, alcuni laboratori hanno iniziato ad utilizzare 
moderne tecniche biomolecolari per individuare la presenza di MAP in diversi 
substrati.  
La Polymerase Chain Reaction (PCR) si basa sulla ricerca di uno specifico 
target genetico, ovvero la sequenza d’inserzione IS900, specifica di MAP (OIE, 
2008), la quale fu identificata nel 1987 da McFadden et al. (1987). 
La end-point (PCR) e la quantitative real-time polymerase chain reaction 
(qPCR) sono due metodiche di biologia molecolare che sono state introdotte 
negli ultimi decenni in campo diagnostico. Entrambe possono essere eseguite 
su DNA estratto da feci, tessuti, latte e sperma ed entrambe sono in grado di 
individuare i soggetti escretori. Le prestazioni della PCR e della qPCR, in 
termini di sensibilità e di specificità, sono paragonabili o leggermente inferiori 
all’esame colturale. 
La PCR è caratterizzata da un’elevata sensibilità, in particolare per quanto 
riguarda l'individuazione dei soggetti medi e forti escretori; essa ha invece una 
sensibilità inferiore nell'individuare gli animali classificati come bassi escretori; il 
valore soglia della metodica e di 102-104 ufc/gr di feci. Un altro fattore che limita 
la sensibilità della PCR è rappresentato dalla possibile presenza nel campione 
di inibitori dell’amplificazione; per evitare di emettere esiti errati, dovuti a falsi 
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negativi, è necessario che il laboratorio utilizzi in ogni prova un controllo positivo 
di amplificazione. 
La qPCR non solo offre gli stessi vantaggi descritti precedentemente per la end-
point PCR, ma, rispetto a quest'ultima, è più veloce, più sensibile e più 
specifica; inoltre la qPCR, a differenza della end-point PCR che un test di tipo 
qualitativo, è una metodica di tipo quantitativo poiché permette di quantificare il 
DNA, presente nel campione analizzato, che è inversamente proporzionale al 
numero di cicli di amplificazione (Ct) necessari per evidenziare la positività 
stessa del campione. 
Oltre a ciò, effettuando una quantificazione assoluta, amplificando cioè in 
parallelo al campione a concentrazione non nota, le diluizioni scalari di un 
campione a concentrazione nota, è possibile, confrontando il valore Ct del 
campione in esame con la curva standard ottenuta dall'amplificazione delle 
diluizioni del campione noto, calcolare il numero esatto di batteri presenti nel 
campione analizzato (Pfaffl, 2001). Questa tecnica, qualora sia utilizzata per 
quantificare il numero di cellule di MAP/gr di feci, permette, analogamente 
all’esame colturale, di definire il livello di escrezione fecale dell'animale, 
fornendo utili informazioni di tipo epidemiologico e prognostico. Il nome stesso 
della metodica chiarisce che l’amplificazione del DNA è visibile in tempo reale 
sul monitor di un computer e le curve, oltre al valore soglia, indicano la reazione 
rispetto al ciclo di amplificazione (Figura 16). 
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Figura 16. Grafico Real-time PCR (IZS delle Venezie, sezione di Bolzano). 
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1.12.4 Diagnosi indiretta   
1.12.4.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Il test di valutazione dell’immunità umorale attualmente più utilizzato è il test 
ELISA, che, grazie alla sua maggiore sensibilità e specificità, ma anche alla 
semplicità di esecuzione, ha sostituito il test di fissazione del complemento, sia 
in campo diagnostico che come test di riferimento per poter effettuare 
l’esportazione di animali. La sensibilità del test ELISA dipende dalla fase di 
malattia in cui l’animale si trova: nelle fasi precoci di infezione la sensibilità è 
quasi nulla, ma può salire fino al 75% quando l'animale raggiunge lo stadio 
clinico dell’infezione. Inoltre il test ha una sensibilità molto bassa in animali 
giovani recentemente infettati; pertanto questo test non è attendibile per rilevare 
la malattia in un’azienda dove l'infezione ha appena iniziato a diffondersi. 
Permane inoltre la problematica legata ai risultati falsi positivi i quali si 
presentano solitamente a seguito di reazioni crociate dovute ad altri micobatteri 
(Salem et al., 2013). Per aumentare la specificità di questa metodica, molti kit 
ELISA presenti in commercio prevedono il preadsorbimento dei sieri con 
Mycobacterium phlei; ciò limita la possibilità di reazioni crociate con micobatteri 
ambientali, migliorando notevolmente la specificità del test che risulta essere 
superiore al 99%. In un allevamento infetto è possibile riscontrare la presenza 
di animali positivi al test ELISA, che risultano però negativi alle colture fecali; ciò 
potrebbe essere riconducibile a tre possibilità: 
• animali in cui la coltura è stata inficiata da fenomeni di inquinamento; 
• animali in fase iniziale di infezione, in cui l'escrezione fecale è ai limiti della 
soglia di sensibilità delle colture, da cui un’apparente escrezione intermittente; 
• animali sensibilizzatisi agli antigeni di MAP, ma non eliminatori. 
1.12.4.2 Immunodiffusione in gel di Agar (AGID) 
L’AGID è stato sviluppato come test rapido di conferma per animali con 
manifestazioni cliniche di malattia (Tiwari et al. 2006). Il test ha una bassa 
sensibilità nelle fasi iniziali della malattia, ma diventa più sensibile nelle fasi 
avanzate di infezione. Sebbene la sua sensibilità sia inferiore a quella del test 
ELISA, il suo basso costo lo rende un test molto interessante soprattutto nella 
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clinica dei piccoli ruminanti ed inoltre può essere applicato in diverse specie 
animali come bovini, pecore, capre e cervi (Woodbury et al. 2008). 
 
1.12.4.3 Fissazione del Complemento (FdC)  
La fissazione del complemento è stato il primo test sierologico di riferimento 
utilizzato per fare diagnosi di paratubercolosi nella specie bovina. Questa 
metodica ha una buona sensibilità se applicata su sieri provenienti da animali 
che presentano forma clinica, ma non ha una specificità così elevata da poter 
essere utilizzato in una popolazione per effettuare un piano di controllo. 
Tuttavia, è spesso richiesto da parte dei Paesi che importano il bestiame. 
Diversi tipi di procedure di FdC sono utilizzate a livello internazionale (OIE, 
2008). 
 
1.12.4.4 Interferon-gamma (IFN- γ)  
L’IFN-γ è una citochina che viene prevalentemente rilasciata dai linfociti T dopo 
stimolazione antigenica e gioca un ruolo importante nella risposta immunitaria 
dell'organismo verso i micobatteri in quanto partecipa all’attivazione 
macrofagica. 
I test di valutazione dell’immunità cellulo-mediata (skin test e test dell'interferon-
gamma), pur manifestando una buona sensibilità qualora siano utilizzati per 
fare diagnosi in un allevamento infetto, evidenziano una bassa specificità;  uno 
dei maggiori vantaggi che questi test offrono è legato al fatto che permettono di 
evidenziare i soggetti positivi già nelle fasi subcliniche della malattia e dunque 
permettono di svelare infezioni anche negli animali giovani; al contrario, dato 
che gli animali in fase avanzata di infezione dimostrano spesso una reazione 
scarsa o nulla ai test che rivelano la risposta cellulo-mediata, lo skin test e 
l'interferon-gamma hanno una bassa sensibilità nelle fasi avanzate della 
malattia, e non sono dunque correlabili all’escrezione fecale. L’utilizzo di questo 
tipo di test, in particolare di quello intradermico, facile da eseguire e a basso 
costo, potrebbe essere sostanzialmente quello di monitorare la diffusione 
dell’agente eziologico in allevamento e quindi di formulare un giudizio sulle 
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misure di ordine igienico sanitario messe in atto a protezione dei vitelli (Arrigoni, 
2003). 
1.12.4.5 Immunocitochimica 
L’immunocitochimica è una tecnica che riveste un ruolo molto importante nella 
routine del laboratorio di anatomia patologica; è in grado, infatti, di individuare 
specifiche molecole o strutture del compartimento intracellulare ed 
extracellulare. La tecnica immunocitochimica si basa sul principio di reazione 
antigene-anticorpo, in addizione poi con sistemi di rivelazione (enzimatici, 
fluorescenti) che ne rendono visibile l’avvenuta reazione al microscopio. 
Esistono metodiche dirette o indirette; nelle metodiche dirette si utilizza un 
unico anticorpo diretto contro la molecola da ricercare e questo stesso 
anticorpo lega una sostanza colorata che ne permette la visualizzazione. Nelle 
metodiche indirette si utilizzano due anticorpi: il primo diretto contro la molecola 
da ricercare, il secondo, coniugato con la sostanza colorata, che andrà a legarsi 
al primo anticorpo. 
La molecola da ricercare nella sezione di tessuto in esame viene riconosciuta 
da un anticorpo prodotto da un animale immunizzato contro quella molecola. 
Nelle metodiche indirette è necessario che il secondo anticorpo provenga da 
specie differenti da quella da cui è stato prodotto il primario perché altrimenti 
non sarebbe riconosciuto come antigene. In queste metodiche l'anticorpo 
primario diventa l'antigene che deve essere riconosciuto dall'anticorpo 
secondario.  
L’immunocitochimica è risultato molto efficace nell'identificare M. 
paratuberculosis in tessuti di cervi interessati. Questo metodo potrebbe essere 
particolarmente utile quando non vi è materiale disponibile per l'isolamento di 
batteri. Inoltre i risultati sono molto rapidi, in contrasto con il lungo periodo 
richiesto generalmente dai micobatteri per crescere. L’immunocitochimica 
fornisce una migliore accuratezza nella diagnosi in quanto utilizza gli anticorpi 
diretti contro gli antigeni solubili e insolubili di M. paratuberculosis (Hove et al., 
1998).  
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1.13 PROFILASSI 
1.13.1 Profilassi diretta 
A causa delle perdite economiche causate dalla paratubercolosi negli 
allevamenti di ovi-caprini e di bovini, in diverse aree del mondo sono stati 
attivati piani di controllo dell’infezione (Olanda, Francia, Danimarca, Belgio, 
Germania, Spagna, Canada e USA), ma a livello europeo non ci sono linee 
guida o regolamenti comunitari.  
In Italia, il Centro di Referenza Nazionale (CRN) della paratubercolosi presso la 
Sezione di Piacenza dell’IZSLER, di concerto con il Ministero della Salute, ha 
redatto le “Linee guida per l’adozione di piani di controllo e per l’adozione della 
qualifica sanitaria nei confronti della paratubercolosi”, approvate dalla 
Conferenza Stato Regioni il 17.10.2013 e pubblicate sulla G.U. 271 il 19. 11. 
2013.  
L’applicazione di un piano aziendale per il controllo della paratubercolosi negli 
allevamenti infetti è del tutto volontario, tuttavia se adottato permette di ridurre 
progressivamente la prevalenza dell’infezione. Tale obiettivo si raggiunge 
attraverso l’applicazione di rigorose misure di biosicurezza e di attenta gestione 
degli animali positivi, volte a ridurre il rischio di infezione attraverso la principale 
modalità di trasmissione, la via oro-fecale.  
Il Programma di Controllo si basa su sette azioni tra loro interdipendenti, di cui 
una opzionale (Arrigoni, 2012):  
1. Raccolta di informazioni sullo stato sanitario e produttivo dell’allevamento;  
2. Raccolta dell’anamnesi relativa alla paratubercolosi e stima della prevalenza 
di infezione;  
3. Analisi del rischio per la trasmissione dell’infezione paratubercolare in 
allevamento;  
4. Test diagnostici;  
5. Stesura del Piano di Gestione Sanitaria (PGS);  
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6. Misure per ridurre il rischio di contaminazione del latte da MAP (azione 
opzionale);  
7. Verifica dell’attività svolta, dei risultati ed eventuale rimodulazione del PGS.  
Solitamente, gli allevatori prendono in considerazione soltanto l’aumento dei 
costi legati all’effettuazione dei controlli diagnostici periodici e delle procedure 
gestionali di biocontenimento, escludendo così la possibilità di ottenere 
maggiori benefici, conseguenti alla maggior produttività dell’allevamento, in 
seguito all’adozione dei piani di controllo. 
 
1.13.2 Profilassi indiretta  
L’impiego di vaccini può costituire un utile strumento per il controllo della 
paratubercolosi; è stato dimostrato che la vaccinazione ha la capacità di 
diminuire significativamente, non solo l’insorgenza della malattia clinica (Larsen, 
1978; Argent, 1991; Wentink et al., 1994), ma anche l’escrezione fecale e la 
diffusione tissutale di MAP (Jorgensen, 1984; Sweeney, 1996; Harris, 2001). La 
vaccinzione per la paratubercolosi tuttavia non previene la possibilità di 
contrarre l'infezione e la sua efficacia può dipendere dall’età in cui l'animale si 
infetta e l’età alla quale viene vaccinato, dalla contaminazione ambientale e dal 
management aziendale. Dunque la vaccinazione non deve rappresentare in 
allevamento l'unica misura di controllo della paratubercolosi, ma deve essere 
affiancata alle buone pratiche di gestione dell'allevamento stesso.  
Il meccanismo di protezione che viene svolto dalla vaccinazione non è ancora 
del tutto chiaro; è stato dimostrato che la vaccinazione non previene l'infezione, 
sebbene svolga un ruolo molto importante nella modulazione del processo 
immuno-patologico che causa l’infiammazione intestinale responsabile 
dell'insorgenza dei segni clinici, così che negli individui immunizzati la 
progressione dell’infezione si arresta prevenendo la comparsa delle lesioni e 
dei sintomi.  
Tuttavia, i vaccini attualmente disponibili presentano alcuni significativi 
svantaggi che ne impediscono un ampio utilizzo, come:  
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- l’interferenza con la diagnosi di tubercolosi (per questo motivo in Italia il 
suo utilizzo è vietato nel bovino);  
- la possibilità di lesioni nel sito d’inoculo;  
- la patogenicità del vaccino per l’uomo in caso di inoculazione accidentale 
(Windsor et al., 2005);  
- la sensibilizzazione ai test allergici e sierologici che divengono 
inapplicabili sul soggetto vaccinato (Gaffuri et al., 2002). 
Attualmente in Italia non esistono vaccini approvati, mentre ben diversa è la 
situazione negli Stati Uniti, in Nuova Zelanda e in Australia.  
Negli Stati Uniti è presente un solo vaccino approvato per la paratubercolosi ed 
utilizzato nei bovini: il Mycopar® (Boehringer Ingelheim, Ridgefield, CT, USA); 
questo prodotto è a base di un ceppo di Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis inattivato miscelato con un adjuvante oleoso.  
In Australia, nell’ambito di un progetto nazionale (Australia’s Ovine Jhone’s 
Disease Management Plan) è stato utilizzato il vaccino Gudair™ (Pfizer, NSW, 
Australia) che, nella specie ovina, ha dimostrato di ridurre nel 90% dei casi i 
segni clinici causati dalla malattia e del 90% l’eliminazione fecale di MAP 
(Reddacliff, 2006). Sebbene la vaccinazione possa determinare la comparsa di 
lesioni granulomatose nel sito di inoculo, rilevabili al momento della 
macellazione nel 18% di ovini adulti vaccinati e nel 65% di carcasse di agnelli 
sottoposti a vaccinazione, queste lesioni sono tali da non determinare un 
deprezzamento del valore della carcassa (Eppleston, 2007). L'utilizzo del 
vaccino Gudair™ nei capretti di 4-15 settimane di età è stato approvato anche 
dal programma di Assistenza nel Mercato Australiano per la Malattia di Johne 
delle Capre (GoatMAP). 
Nei bovini, sempre in Australia, viene impiegato un altro vaccino che è stato 
commercializzato con il nome Silirum® (Pfizer, NSW, Australia), che ha 
mostrato di ridurre nei soggetti vaccinati l’escrezione fecale e di incrementare le 
produzioni lattee rispetto ai soggetti non sottoposti a vaccinazione (Juste, 
2009).  
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Nel Regno Unito sono stati condotti studi anche nel cervo utilizzando un 
vaccino costituito da un adjuvante a base di olio minerale e da un ceppo vivo 
attenuato; la vaccinazione si è rivelata una procedura efficace nel controllare la 
sintomatologia (Fawcett et al., 1995). Tuttavia l'utilizzo di questo tipo di misura 
di controllo interferisce con l'utilizzo dei test sierologici impiegati per 
diagnosticare la paratubercolosi e determina la comparsa di lesioni nel sito 
d’inoculo (Mackintosh et al., 2001). 
Recentemente é stato condotto uno studio nel quale l’impiego del vaccino 
Silirum ha permesso di ridurre significativamente l'incidenza della 
sintomatologia e l'insorgenza di lesioni in giovani cervi sottoposti a vaccinazione 
(Mackintosh et al., 2007). 
Altre ricerche effettuate in Nuova Zelanda in cervi hanno permesso di valutare il 
tipo di risposta immunitaria e gli effetti collaterali che si sviluppano in seguito 
all'impiego di vaccini. Nonostante la vaccinazione non prevenga dall'infezione, 
una singola dose da 1 ml di vaccino Gudair ha ridotto la gravità delle lesioni nel 
piccolo intestino e nei linfonodi tributari; inoltre al momento della macellazione, 
nessuno dei cervi aveva lesioni macroscopiche evidenti a carico dei linfonodi 
mesenterici rispetto ai soggetti appartenenti al gruppo di controllo. Allo stesso 
modo, l'esame istopatologico ha permesso di dimostrare che il gruppo dei cervi 
sottoposti a vaccinazione aveva lesioni anatomopatologiche di minore entità 
(punteggio 2,0) a carico del piccolo intestino, della valvola ileo ciecale e dei 
linfonodi tributari (punteggio 2,0) rispetto a quelle evidenziabili negli organi dei 
soggetti appartenenti al gruppo di controllo negativo (punteggio 3,7) (O'Brien et 
al., 2006; Mackintosh et al., 2007). 
I vaccini sono normalmente inoculati sottocute durante i primi mesi di vita per 
proteggere l’animale dall’infezione o per impedire la progressione della stessa 
se l’animale è già infetto (Larsen, 1964). 
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1.14 Terapia 
Per la paratubercolosi non esiste al momento alcuna valida terapia, anche se 
l’agente casuale viene considerato sensibile in vitro agli antibiotici e ai 
chemioterapici attivi sui micobatteri tubercolari (in particolare streptomicina, 
rifampicina e idrazine dell’acido isonicotinico), da soli o in associazione tra loro. 
Nei bovini sono stati provati in epoca recente farmaci in uso contro la lebbra 
umana (clofazimina), ma la remissione dei fenomeni diarroici, sovente 
temporanea, sembra da attribuire più all’andamento naturale della malattia che 
non ai risultati della terapia. 
Si ritiene che i medicamenti non siano comunque mai in grado di assicurare la 
guarigione eziologica, anche se nelle capre si ottiene, con particolare 
frequenza, un sensibile miglioramento del quadro clinico con conseguente 
minore disseminazione fecale di micobatteri (Redaelli, 2003). 
Il trattamento della paratubercolosi è quindi di tipo palliativo e non curativo e per 
questo motivo è indicato solamente nel trattamento di esemplari di elevato 
valore genetico (St-Jean e Jernigan, 1991). 
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1.15 Normativa 
Attualmente nel nostro Paese non esiste una legislazione specifica per la 
paratubercolosi riguardante la gestione ed il controllo della paratubercolosi nei 
ruminanti selvatici, a differenza della specie bovina per la quale sono state 
redatte le “Linee guida per l’adozione dei piani di controllo e per l’adozione della 
qualifica sanitaria nei confronti della paratubercolosi” approvate dalla 
Conferenza Stato Regioni il 17/10/2013 e pubblicate sulla G.U. 271 il 
19/11/2013. 
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1.16 Impatto economico 
La paratubercolosi è una malattia che causa ingenti danni nel settore 
zootecnico ed in particolar modo nelle aziende di vacche da latte. Attualmente è 
considerata una delle patologie più diffuse e più costose in questa tipologia di 
allevamento. L’impatto economico è notevole poiché il periodo d’incubazione 
della paratubercolosi è molto lungo ed i danni economici sono presenti già nella 
fase subclinica (Lombard, 2011).  
Secondo uno studio condotto da Hasanova e Pavlik (2006) le perdite 
economiche possono essere distinte in dirette ed indirette.  
I costi diretti sono legati a:  
a) morte degli animali con sintomatologia manifesta e svalutazione parziale o 
totale dell’animale al macello;  
b) diminuzione della produzione lattea sia da un punto di vista qualitativo che 
quantitativo;  
c) effetti negativi sulla fertilità dovuti alla diminuzione del tasso di gestazione ed 
aumento delle complicanze post-parto;  
d) riduzione dell’indice di conversione alimentare sia in caso di infezioni 
subcliniche che in animali con sintomatologia clinica;  
e) diminuzione della carriera produttiva negli animali infetti;  
f) maggiore predisposizione ad altre patologie quali mastiti, dermatiti o altre 
malattie.  
 
I costi indiretti sono dovuti a: 
a) mancate fecondazioni di quei capi che vengono riformati precocemente;  
b) aumento delle spese per il periodo di non produttività;  
c) aumento delle spese per l’acquisto di nuovi capi;  
d) spese per i test diagnostici e aumento delle spese veterinarie (ad esempio 
per la cura della diarrea) per animali che saranno mandati al macello;  
e) spese per i programmi di controllo;  
f) perdita del valore di animali ad alto potenziale genetico, in quanto la progenie 
può essere infetta;  
g) restrizione del commercio per le aziende infette;  
h) svalutazione della reputazione dell’azienda. 
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1.17 Aspetti zoonosici 
L'Ufficio internazionale delle epizoozie (OIE) considera la paratubercolosi una 
malattia di grande importanza a livello mondiale, facendola rientrare tra le 
malattie trasmissibili dell’elenco B. Da molto tempo, a livello scientifico, si 
discute su un possibile ruolo zoonosico di MAP nella Malattia di Crohn (CD).  
Il morbo di Crohn è una malattia cronica intestinale la cui eziopatogenesi è 
ancora controversa, che colpisce prevalentemente soggetti giovani tra i 15 e 25 
anni (Chiodini e Rossiter, 1996). MAP è stato isolato dal tessuto intestinale di 
pazienti affetti dal morbo di Crohn, in una percentuale compresa tra il 50 e il 
75% (Mishina, 1996), dando cosi luogo ad una ipotesi di un possibile 
collegamento tra queste due malattie. La flora batterica intestinale sembrerebbe 
comunque svolgere un ruolo nella patogenesi di tale malattia, vista la presenza 
di lesioni anatomo-patologiche (colite ulcerativa) in tratti intestinali colonizzati da 
un’elevata concentrazione batterica.  
Anche se allo stato attuale delle conoscenze non si può affermare che la 
paratubercolosi sia una zoonosi, le conoscenze a disposizione impongono 
ulteriori approfondimenti e studi in merito di questo argomento, come auspicato 
dal Report della Comunità Europea (2000), dal titolo “Possibile link between 
Crohn’s disease and paratuberculosis”, in cui si conclude che: “le evidenze 
finora disponibili non sono sufficienti né per confermare, né per escludere che 
MAP sia l’agente causale almeno di una parte dei casi di CD. Sono necessarie 
ulteriori ricerche per risolvere questo dubbio”. Ad ogni modo, lo sviluppo degli 
strumenti atti a eradicare la paratubercolosi negli animali deve costituire una 
priorità”. 
Attualmente, esistono due scuole di pensiero: la prima sostiene che MAP sia 
uno dei possibili agenti eziologic coinvolti nello sviluppo del morbo di Crohn, la 
seconda invece considera la malattia come una condizione immuno-
infiammatoria scatenata da fattori esterni (Singh e Krishnamoorthy, 2011). In 
uno studio condotto da John Hermon-Taylor presso la St. George’s Hospital 
Medical School di Londra, più de 90% dei malati di morbo di Crohn è stato 
trovato positivo a MAP; i risultati sono stati riportati sul Journal of Clinical 
Microbiology. In modo inaspettato, anche nei tessuti di pazienti affetti da IBS 
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(Sindrome del colon irritabile) era possibile identificare da MAP. Con il 
finanziamento dell'Istituto inglese è attualmente in corso la messa a punto di un 
nuovo vaccino contro MAP per il trattamento dei malati di Crohn. Il vaccino 
dovrà stimolare il sistema immunitario in modo che l'organismo possa 
combattere da solo il micobatterio; il vaccino sarà utilizzabile anche negli 
animali. 
Un gruppo di ricercatori della Università di Sassari, appartenenti al Dipartimento 
di Scienze Biomediche, e di Cagliari hanno identificato una proteina di MAP 
altamente omologa a una proteina umana che viene riconosciuta nei pazienti 
affetti da sclerosi multipla in Sardegna e potrebbe causare la malattia 
nell’uomo. A Sassari il gruppo è coordinato dal professor Leonardo Sechi che 
da diversi anni si occupa del ruolo di MAP in diverse malattie infiammatorie 
croniche e autoimmuni: morbo di Crohn e diabete mellito di tipo 1 (Paccagnini et 
al., 2009; Rosu et al., 2009; Dow, 2012). La sclerosi multipla è dovuta ad una 
reazione infiammatoria ed autoimmune che colpisce il sistema nervoso 
centrale. È una malattia causata dalla presenza e dall’interazione di molteplici 
fattori sia genetici che ambientali. Questo studio si è interessato dell'aspetto 
ambientale ed in particolare degli antigeni di MAP che potrebbero innescare la 
malattia nei soggetti geneticamente predisposti. MAP è ritenuto un fattore di 
rischio anche per lo sviluppo del diabete di tipo 1 (Sechi et al., 2005). Si ritiene 
che lo sviluppo di queste malattie nell’uomo sia dovuto al fenomeno del 
mimetismo molecolare tra gli epitopi proteici di MAP e quelli delle proteine 
umane (Sechi e Dow, 2015). 
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2 SCOPO DELLA TESI 
La Paratubercolosi è una malattia infettiva e contagiosa che colpisce in 
particolare i ruminanti domestici e selvatici.  
L’agente eziologico è Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) che 
si trasmette principalmente per via oro-fecale. Negli ultimi anni l’attenzione 
verso questa malattia è aumentata, a causa della maggiore diffusione 
nell’allevamento bovino, ovicaprino e negli animali selvatici, nonché per il 
possibile ruolo zoonosico di Map. In particolare MAP sembra coinvolto nella 
patogenesi di alcune patologie umane quali il morbo di Crohn, il diabete mellito 
di tipo 1, la sclerosi multipla, la sarcoidosi e la tiroidite di Hashimoto.  
Inoltre la paratubercolosi rappresenta una delle malattie infettive più importanti 
a causa dei danni economici provocati negli allevamenti, in particolare bovini, 
dove la tipologia di allevamento, le carenze di tipo igienico-sanitario, la 
selezione genetica e la commercializzazione incontrollata di animali hanno 
favorito, negli ultimi anni, la diffusione dell'infezione e l'aumento di incidenza 
della malattia.  
Lo scopo di questo studio è quello di valutare la prevalenza attuale della 
paratubercolosi nei cervi del Parco Nazionale dello Stelvio in provincia di 
Bolzano, come pure di tipizzare i ceppi di MAP coinvolti. 
I ruminanti selvatici possono avere un ruolo importante nella diffusione della 
malattia negli areali alpini di questo territorio, in quanto è possibile che durante 
il periodo estivo si verifichi una condivisione del pascolo tra i ruminanti 
domestici ed i cervidi selvatici infetti.  
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3 MATERIALI E METODI 
3.1 Campionamento 
È stato effettuato, presso l’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, 
Sezione di Bolzano, l’esame autoptico dell’apparato enterico di 102 cervi 
abbattuti o trovati morti durante le due stagioni venatorie 2013-2014 e 2014-
2015; sei dei soggetti esaminati avevano una sintomatologia clinica in atto. 
Il campionamento è stato effettuato nell’ambito del progetto “Cervi-Programma 
triennale di indagine e sperimentazione per la gestione del cervo nel Parco 
Nazionale dello Stelvio”. 
Gli animali sottoposti a necroscopia provenivano dal Parco Nazionale del 
Stelvio e da zone limitrofe, situate in provincia di Bolzano. 
Da ogni soggetto sottoposto ad esame anatomopatologico sono stati prelevati 
campioni di feci e di intestino, ed in particolare la valvola ileo-ciecale ed i 
linfonodi meseraici; i campioni sono stati congelati a – 20 °C fino all’esecuzione 
delle analisi (Figura 17). 
 
 
 
81 
 
 
 
Figura 17. Prelevi di campioni di feci, linfonodi meseraici e della valvola ileo-
ciecale (Foto personale, IZS delle Venezie, Sezione di Bolzano). 
 
Presso l’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Sezione di Bolzano, 
è stata eseguita la colorazione di Ziehl Neelsen ed un saggio di Real Time PCR 
sui campioni di feci prelevati da 102 soggetti. 
In seguito i campioni di feci e tessuto provenienti dai 19 soggetti positivi al 
saggio di Real Time PCR condotto sul DNA estratto da feci sono stati trasportati 
in regime di refrigerazione fino al laboratorio di Malattie Infettive, presso il 
Dipartimento di Scienze Veterinarie, Università di Pisa, dove sono stati 
conservati a – 20°C fino all’esecuzione delle prove; in particolare è stato 
eseguito l’esame colturale da feci e da tessuti ed è stato eseguito un saggio di 
end point PCR dal DNA estratto da tessuti. Inoltre è stata eseguita la 
genotipizzazione degli isolati per valutare l’identità dei ceppi responsabili 
dell’infezione. 
 
3.2 Colorazione di Ziehl Neelsen 
Per la colorazione è stato utilizzato il seguente protocollo:  
- Versare la fucsina basica; 
- Fare evaporare scaldando il colorante alla fiamma per 5 min; 
- Lavare con acqua; 
- Decolorare con alcool ed acido per 30 sec; 
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- Lavare con acqua; 
- Contrastare con blu di metilene per 1 min; 
- Lavare con acqua. 
 
All’osservazione microscopica gli organismi acido resistenti appaiono colorati in 
rosso, mentre gli organismi non acido-resistenti risultano colorati in blu. 
 
 
3.3 Estrazione di DNA da feci 
Il DNA è stato estratto da feci utilizzando un kit commerciale (High Pure 
Template Preparation kit, Roche) seguendo le istruzioni del produttore.  
Di seguito viene riportato il protocollo: 
 Utilizzando un abbassalingua sterile, prelevare 2 gr di feci e porli 
in una provetta da 50 ml. 
 Aggiungere 35 ml di acqua distillata sterile, vortexare 
vigorosamente per circa 1 minuto e porre il campione in 
agitazione su un agitatore orizzontale a 170 movimenti al minuto 
per 30 minuti. 
 Lasciare quindi le provette in posizione verticale a sedimentare 
per 30 minuti a temperatura ambiente. 
 Inserire in una provetta da 2 ml circa 300 mg di glassbeads 
(Sigma Aldrich), aggiungere 200 μl di acqua distillata sterile e 
300 μl del campione diluito presente nella provetta da 50 ml.  
 Omogenizzare nello strumento Tissue Lyser o Fast Prep a 6,5 
m/s per 45 secondi oppure a 30 Hz per 5 minuti; l'operazione 
viene ripetuta per 2 volte. 
 Pipettare con puntale sterile con filtro 200 μl di campione (feci, 
organi, colonia) in una provetta tipo Eppendorf da 1,5 ml.  
 Aggiungere 40 μl di proteinasi K e 200 μl di Tissue Lysis Buffer. 
 Omogenizzare la soluzione mediante vortex. 
 Incubare per 1 ora a 55°C. 
 Aggiungere 200 μl Binding Buffer.  
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 Incubare il campione a 70°C per 10 minuti. 
 Aggiungere 100 μl di isopropanolo (Sigma Aldrich) e mescolarlo 
tramite vortex. 
 Trasferire la miscela nella colonnina. 
 Centrifugare la colonnina a 8000 g per 1 min. 
 Eliminare il filtrato ottenuto ed aggiungere alla colonnina 500 μl di 
Inhibitor removal Buffer. 
 Centrifugare la colonnina a 8000 g per 1 min. 
 Eliminare il filtrato ottenuto ed aggiungere alla colonnina 500 μl di 
Wash Buffer. 
 Centrifugare la colonnina a 8000 g per 1 min. 
 Eliminare il filtrato ottenuto ed aggiungere alla colonnina 500 μl di 
Wash Buffer. 
 Centrifugare prima la colonnina a 8000 g per 1 min, poi alla 
massima velocità per un altro minuto. 
 Eliminare il filtrato ottenuto e trasferire la colonnina in una 
Eppendorf sterile da 1,5 ml. 
 Aggiungere 200 μl di Elution Buffer preriscaldato a 70°C. 
 Centrifugare la colonnina a 8000 g per 1 min. 
 Conservare il DNA ottenuto a 4°C per 24 ore oppure congelarlo a 
-20°C per periodi più lunghi. 
 
In ogni estrazione sono previsti i seguenti controlli: 
1. Controllo positivo di processo: campione di campo contenente il target 
ricercato, processato insieme ai campioni (feci positive che vengono 
estratte insieme ai campioni). 
2. Controllo negativo di processo: campione di campo non contenente il 
target ricercato, processato insieme ai campioni (acqua distillata sterile 
negativa che viene estratta insieme ai campioni). 
 
 
84 
 
3.4 Real Time PCR 
È stato utilizzato un saggio di Real Time PCR per mettere in evidenza la 
presenza di DNA appartenente a MAP nei campioni di feci.  
La sequenza di DNA ricercata appartiene alla sequenza di inserzione IS900 
presente nel genoma del MAP in copie multiple (14-20 copie per 
microrganismo). 
Le reazioni sono state effettuate con il termociclizzatore (Real Time 7300, 
Applied Biosystems) in un volume finale di 25 μl, utilizzando per ogni campione 
5 μl di DNA (Tabella 7). Un controllo positivo (Ceppo ATCC 19698) ed un 
controllo negativo (H2O, acqua ultrapura sterile, Sigma Aldrich) erano presenti 
in ogni reazione. 
 
Reagente Concentrazione 
iniziale 
Concentrazione finale μl per campione 
Acqua ultrapura sterile - - 0,25 μl 
Primer 668 F 20 μM 900 nM 1,125 μl 
Primer 791 R 20 μM 900 nM 1,125 μl 
Sonda FAM Map 718 1 μM 200 nM 5 μl 
Master Mix 2x - 1x 12,5 μl 
Volume totale master 
mix (Universal PCR 
Master Mix, Life 
Technologies) 
  20 μl 
Volume campione DNA   5 μl 
Volume finale di 
reazione 
  25 μl 
 
Tabella 7. Miscela di reazione dei campioni per la Real Time PCR. 
Sono stati utilizzati i primer Primer 668 F (MWG Operon) 5’-
GGCTGATCGGACCCG-3’, 
Primer 791 R (MWG Operon) 5’-TGGTAGCCAGTAAGCAGGATC-3’, e la 
sonda Map (MWG Operon) FAM 5’- ATACTTTCGGCGCTGGAACGCGC-3’ 
TAMRA. 
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Il programma di amplificazione era il seguente: attivazione dell’enzima UNG 50 
°C per 2 minuti, attivazione Taq Gold 95°C per 10 minuti seguiti da 40 cicli di 
amplificazione con le seguenti condizioni per ciascun ciclo: 
- Denaturazione: 95°C per 15 secondi; 
- Annealing: 60°C per 1 minuto; 
- Estensione: 60°C per 1 minuto. 
 
La prova viene considerata conforme se i controlli predisposti danno i risultati 
attesi, quindi: 
 Controllo positivo di processo e Controllo positivo di amplificazione 
hanno un incremento regolare della fluorescenza associato ad un valore 
Ct compreso tra 10 e 30. 
 Controllo negativo di processo e Controllo negativo di amplificazione: 
assenza della curva di amplificazione, assenza dell’incremento dello 
spettro di fluorescenza del reporter associato alla sonda. 
 
La prova risulta non conforme, se i controlli predisposti non danno i risultati 
attesi.  
 
 Il campione si definisce POSITIVO, se c’è un incremento regolare della 
fluorescenza associato ad un valore Ct compreso tra 10 e 38. 
 Il campione si definisce NEGATIVO, se non si rileva un aumento di 
fluorescenza associato allo specifico fluoroforo (FAM), quando si registra 
un aumento di fluorescenza irregolare e non reale e quando si ottiene un 
Ct ≥38. 
 
Questa prova è di tipo qualitativo e la sua validazione è stata effettuata 
mediante: 
 Determinazione sensibilità analitica: 10^-6; 
 Determinazione specificità analitica; 
 Determinazione sensibilità diagnostica; 
 Determinazione specificità diagnostica; 
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 Determinazione riproducibilità; 
 Determinazione ripetibilità. 
 
3.5 Esame colturale 
Per ogni campione di feci e di tessuti è stato eseguito l’esame colturale 
secondo i protocolli descritti rispettivamente da Taddei et al. (2004) e da 
Whittington et al. (1999). Le sospensioni sono state seminata sui seguenti 
terreni: Herrold’s egg yolk medium (HEYM), HEYM contenente mycobactin j 
(HEYM + Mj) (ID vet, Grabels, France) ed Middlebrook 7H11 contenente 
mycobactin j (Mm).  
I tubi contenenti i terreni sono stati messi a incubare a 37 °C fino a 10 mesi, 
durante i quali sono stati esaminati settimanalmente per valutare l’eventuale 
crescita.  
L’identificazione è stata effettuata mediante colorazione di Ziehl-Neelsen (ZN) 
ed end point PCR effettuata sul DNA estratto dalle colonie Z-N positive. 
 
3.6 Estrazione DNA da colonia 
Il DNA è stato estratto dalle colonie ZN-positive cresciute in coltura 
stemperando un’ansata di patina in 50 µl di acqua distillata sterile e 
sottoponendo la sospensione a bollitura a 100 °C per 20 minuti (Whittington et 
al., 1999).   
 
3.7 Estrazione DNA da tessuti 
L’estrazione del DNA è stata eseguita sui campioni di tessuti utilizzando un kit 
commerciale QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) seguendo le istruzioni del 
produttore; il DNA è stato congelato a – 20 °C fino all’esecuzione dei saggi di 
end point PCR.  
La qualità del DNA è stata valutata in merito all’integrità ed alla purezza 
mediante la corsa in gel di agarosio (0,8% p/v). 
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3.8 End point PCR  
Le reazioni sono state effettuate con il termociclizzatore (Thermal Cycler-
LifePro, Bioer Technology) in un volume finale di 25 µl, utilizzando per ogni 
campione 5 µl di DNA; un controllo positivo (ceppo ATCC 19698) ed un 
controllo negativo (H2O) erano presenti in ogni esperimento.  
I primer utilizzati IS900L2 5’-CAGCGGCTGCTTTATATTCC-3’ e IS900R2 5’-
ATGCTGTGTTGGGCGTTA-3’ (Semret et al., 2006) avevano una 
concentrazione finale di 0,6 µM (Tabella 8). 
Il programma di amplificazione era il seguente: 5 minuti a 94°C, seguiti da 40 
cicli di amplificazione con le seguenti condizioni per ciascun ciclo: 
- 94°C per 30 secondi; 
- 58°C per 45 secondi; 
- 72°C per 2 minuti. 
 
 
 
 
Reagenti Volume finale 
Mix KAPA PROBE FAST QPCR 
MASTER MIX 
12,5 µl 
Primer F IS900L2 1,5 µl 
Primer R IS900R2 1,5 µl 
DNA templato 5 µl 
H2O 4,5 µl 
 
Tabella 8. Miscela di reazione dei campioni per la end point PCR 
 
 
È stata effettuata una corsa elettroforetica su gel di agarosio (1,5% p/v) di 12 µl 
di ogni amplificato; la lunghezza prevista dell’amplicone era di 446 paia basi 
(bp).  
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3.9 Genotipizzazione 
La genotipizzazione è avvenuta a partire dal DNA estratto da colonia utilizzando 
i primer disegnati da Collins et al. (2002).  
È stata effettuata una multiplex PCR: per ogni campione sono stati utilizzati 5 µl 
di DNA e 12,5 µl di EconoTaq master mix (Lucigen, Lucigen Inc., USA); i primer 
DMC 529 e DMC 531 avevano una concentrazione finale di 0,6 μM, mentre il 
primer DMC 533 aveva una concentrazione finale di 1,2 μM. La reazione è stata 
completata con l’aggiunta di acqua fino a raggiungere un volume finale di 25 μl. 
L’amplificazione è stata condotta utilizzando le seguenti condizioni di 
amplificazione: 3 minuti a 95°C e 40 cicli a 94°C per 30 secondi, a 62°C per 30 
secondi, a 72°C per 30 secondi, seguiti da una fase finale alla stessa 
temperatura (72°C) per 7 min; la lunghezza dei prodotti di amplificazione è stata 
determinata effettuando una corsa in gel di agarosio (1,5% p/v). 
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4 RISULTATI 
4.1 Ziehl Neelsen 
La colorazione di Z-N ha permesso di identificare la presenza di bacilli alcool-
acido resistenti in 16/102 (15,68%) campioni fecali (Tabella 9). Per 13 campioni 
la positività combacia con il real time PCR (compresi i campioni dubbi); vi sono 
stati 3 falsi positivi e 6 falsi negativi (campioni con Ct alto). 
 
4.2 Real Time PCR 
L’analisi condotta mediante il saggio di Real Time PCR ha permesso di 
identificare il DNA di MAP in 19/102 (18,62%) campioni di feci (Tabella 9).  
 
 ID Specie Materiale 
PCR Ziehl 
Nielsen Esito Ct 
1 BZ3/2013 Cervo Feci Positivo 37,39 Positivo 
2 BZ10/2013 Cervo Feci Positivo 38,64 Negativo 
3 BZ16/2013 Cervo Feci Positivo 39,50 Dubbio 
4 BZ21/2013 Cervo Feci Positivo 39,80 Negativo 
5 BZ22/2013 Cervo Feci Positivo 37,16 Positivo 
6 BZ24/2013 Cervo Feci Positivo 39,41 Negativo 
7 BZ34/2013 Cervo Feci Positivo 35,08 Positivo 
8 BZ42/2013 Cervo Feci Positivo 36,60 Positivo 
9 BZ44/2014 Cervo Feci Positivo 40,14 Negativo 
10 BZ46/2014 Cervo Feci Positivo 38,85 Negativo 
11 BZ3642/2014 Cervo Feci Positivo 20,39 Positivo 
12 BZ3777/2014 Cervo Feci Positivo 12,99 Positivo 
13 BZ4359/2014 Cervo Feci Positivo 15,5 Positivo 
14 BZ4089/2014 Cervo Feci Positivo 13,16 Positivo 
15 BZ4090/2014 Cervo Feci Positivo 15,53 Positivo 
16 BZ9/2015 Cervo Feci Positivo 36,22 Dubbio 
17 BZ39/2015 Cervo Feci Positivo 19,24 Positivo 
18 BZ40/2015 Cervo Feci Positivo 18,39 Positivo 
19 BZ48/2015 Cervo Feci Positivo 37,18 Positivo 
 
Tabella 9. Esito di Real Time PCR e ZN (solo per i 19 campioni positivi) 
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4.3 Isolamento e genotipizzazione 
MAP è stato isolato da 1/19 (5,26%) campioni di feci e da 18/19 (94,73%) 
campioni di tessuti dopo circa due mesi (Figura 18); tramite la genotipizzazione 
è stato possibile affermare che gli isolati appartengono al gruppo Type C. 
 
 
 
Figura 18. Colonie di MAP (Foto personale, Dipartimento di Scienze Veterinarie 
Università di Pisa) 
 
4.4 End Point PCR 
Il saggio di end point PCR ha permesso di identificare il DNA di MAP in 19/19 
(100%) campioni di tessuto analizzati. 
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5 DISCUSSIONE 
 
Dai risultati emersi dall’indagine da noi condotta, possiamo concludere che 
MAP è presente all’interno della popolazione residente dei cervi del Parco 
Nazionale dello Stelvio in provincia di Bolzano, con una prevalenza di periodo 
stimata sulla base dei risultati della Real Time PCR pari al 18,62%. 
Questo risultato, alla luce anche dei dati ottenuti da studi precedenti condotti 
nello stesso territorio, suggerisce che il prelievo selettivo attuato negli anni per 
diminuire la densità di popolazione di cervo ha portato ad una riduzione della 
prevalenza di infezione, che tuttavia persiste a livelli importanti. I programmi di 
monitoraggio dovrebbero essere implementati al fine di stimare non solo la 
prevalenza, ma anche l’incidenza della malattia. Per poter disporre di dati di 
questo tipo sarebbe necessario però avere una stima della popolazione quanto 
più rispondente a quella reale e quindi potenziare l’attività di censimento sul 
territorio. 
Sarebbe inoltre auspicabile istituire un piano di controllo delle sottopopolazioni 
di cervo che si avvalgano di indicazioni sanitarie fruibili dal punto di vista 
gestionale soprattutto nell’ambito di prelievi effettuati durante la caccia di 
selezione. 
Dalla letteratura emergono pochi dati in merito alla presenza di MAP nelle 
specie selvatiche sul territorio nazionale (Pacetti et al., 1994; Ferroglio et al., 
2000; Nebbia et al., 2003; Robino et al., 2008). In considerazione di questo il 
nostro studio, grazie anche alla consistente percentuale di isolamenti effettuata, 
apporta ulteriori conoscenze riguardo non solo alla prevalenza, ma anche 
all’epidemiologia molecolare dei ceppi circolanti sul territorio. 
La genotipizazzione dei ceppi isolati (Type C) fornisce un’importante 
informazione di tipo epidemiologico sulla tipologia di ceppi circolanti in questa 
area nei cervi i quali possono trasmettere MAP ai ruminanti domestici che si 
trovano a condividere le medesime zone di pascolo; in particolare l’interazione 
tra ungulati selvatici e ruminanti domestici, avvenuta anche in seguito ai 
cambiamenti verificatisi negli ecosistemi del territorio, può costituire 
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un’importante fattore di rischio per la diffusione interspecifica della 
paratubercolosi. 
Gli animali positivi analizzati in questo studio provenivano da zone con 
caratteristiche fisiche e geografiche simili; sarebbe auspicabile dunque 
un’analisi più approfondita delle caratteristiche pedologiche, altimetriche e in 
generale geografiche di queste aree in modo da poter avanzare delle ipotesi di 
correlazione in merito alle misure di frequenza riscontrate per la diffusione di 
MAP sul territorio. Infatti la composizione del terreno ed in particolare il suo pH 
e la percentuale di minerali che lo compongono possono influenzare la 
sopravvivenza di MAP nel suolo e di conseguenza la trasmissione della malattia 
agli animali che vi pascolano (Kopecky, 1977; Reviriego et al., 2000). 
Inoltre la presenza di MAP nei ruminanti selvatici non può essere sottovalutata 
a causa del potenziale ruolo zoonosico del microrganismo nello sviluppo, in 
soggetti geneticamente predisposti, di malattie quali il morbo di Crohn, la 
tiroidite di Hashimoto, la sclerosi multipla ed il diabete di tipo I (Sechi e Dow, 
2015).  
La paratubercolosi, che rientra tra le malattie della lista B dell’OIE, poiché è 
caratterizzata da un lungo periodo di incubazione, spesso decorre negli animali 
in forma asintomatica e senza dare luogo a lesioni macroscopicamente 
evidenti, come dimostra il nostro studio in cui dei 102 soggetti esaminati, 
solamente sei presentavano lesioni riconducibili alla paratuberculosi; ciò rende 
la diagnosi della malattia estremamente difficile soprattutto nei soggetti che 
presentano la forma subclinica. 
Inoltre poiché gli animali campionati in questo studio erano costituiti 
esclusivamente da soggetti rinvenuti morti o sottoposti a prelievo venatorio, 
sarebbe auspicabile in futuro condurre uno studio epidemiologico volto a 
campionare un numero più alto di soggetti di provenienze diverse (ad esempio 
anche da allevamenti) per esaminare un campione maggiormente 
rappresentativo della popolazione presente sul territorio al fine di ottenere così 
dati di prevalenza dell’infezione più vicini a quelli reali.  
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